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第 1 章 序論 
1.1 地衣類を構成する生物種 
 地衣類とは，真菌が主要骨格を成し，緑藻またはシアノバクテリアが菌糸に取り囲まれ
るように共存する共生体を指す．命名規約上，地衣類の学名は真菌類に対して与えられ（以
下，地衣化する真菌全体を共生菌とする），共生する緑藻またはシアノバクテリア（以下，
地衣化する緑藻およびシアノバクテリアを合わせて共生藻とする）はそれぞれの学名を持
って分類される．共生菌は 99%以上の種が子嚢菌門の Pezizomycotina（チャワンタケ亜門）
に属し，残りの 1%未満の種は担子菌門の Agaricomycetes（ハラタケ綱）に属する（Kirk et 
al. 2008）．子嚢菌類には，木材や植物遺体，動物や昆虫の糞などを分解する腐生菌と，動
物や植物，他の真菌類から栄養を奪う寄生菌，そして植物などの光合成生物と栄養供給面
等の関係を持つ共生菌が含まれる（Schoch et al. 2009a）．菌界で最大の分類群である子嚢
菌門の 1/4 以上，すなわち 1 万 9000 種以上が地衣化するが（Lücking et al. 2016），地衣化
子嚢菌の種多様性と比較して共生藻は約 120 種と，驚くほど少ない（Honegger 2012）．地
衣化するシアノバクテリアはいくつかの目に属する 15 属が知られている（Kirk et al. 2008）．
Nostocales に属する Nostoc 属など，地衣化するシアノバクテリアのほとんどがヘテロシス
トを形成し窒素固定を行い，共生菌にアンモニアを供給する（Rai 2002）．地衣化する緑藻
は 25 属が知られ，そのほとんどは Trebouxiophyceae（トレボウクシア藻綱）に属し，一部
は Ulvophyceae（アオサ藻綱）の数属に属する（Kirk et al. 2008）．トレボウクシア藻綱に
属する Trebouxia 属は最も普遍的な共生藻である（Honegger 2012）． 
 
1.2 地衣共生における糖利用 
多くの地衣体（lichen thallus）の構造は，最も外側にあって菌糸から成る皮層と，皮層内
部にあり菌糸が緩く錯綜してできる髄層，髄層同様に皮層内部にあり共生藻が菌糸によっ
て取り囲まれている藻類層から成る（吉村 1974）．この皮層内部の藻類層において，共生
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藻は光合成を行う．地衣化する緑藻はポリオールの一種である糖アルコールを合成し，そ
れが共生菌へ渡ることが分かっている．例えば，Trebouxia，Myrmecia，Dictyochloropsis お
よび Coccomyxa 属ではリビトール，Heterococcus，Hyalococcus，Stichococcus および Trochiscia
属ではソルビトール，Trentepohlia および Phycopeltis 属ではエリスリトールが特異的に生
産・放出される（Honegger 2012）．共生菌はそれらを取り込み，同じくポリオールに分類
されるマンニトールやアラビトール，または二次代謝産物などに変換する（Richardson and 
Smith 1968a, Lewis and Smith 1967）．Trebouxia 属を共生藻とする Xanthoria calcicola におけ
る 13C NMR のトレーサー実験により，D-xylulose 5-phosphate を中間産物とするペントース
リン酸経路を介した，リビトールからマンニトールへの代謝経路が示されている（Lines et 
al. 1989，Fig. 1.1）．この結果，地衣類からは緑藻由来のポリオール（リビトール，ソルビ
トールまたはエリスリトール）と，共生菌由来のポリオール（マンニトールやアラビトー
ル）が糖よりも高い濃度で検出される（Roser et al. 1992, da Silva et al. 1993, Gaio-Oliveira et 
al. 2005）．地衣体におけるポリオールは，適合溶質として乾燥耐性（Cowan et al. 1979, 
Kranner et al. 2008）や凍結耐性（Hájek et al. 2009a, Hájek et al. 2009b）に寄与し，また菌糸
生⾧（タンパク質やアミノ酸，多糖などの一次代謝産物合成）や二次代謝産物合成に利用
されていると考えられている（Palmqvist 2008）． 
 
1.3 ポリオールの特徴 
地衣類から検出されるポリオールは全てその一分類である糖アルコールに属する．糖ア
ルコールは，化学的にはアルドース（アルデヒド基を持つ単糖）やケトース（ケトン基を
持つ単糖）が還元されて作られる．例えば，ソルビトール（C6H14O6）はグルコース（C6H12O6），
マンニトール（C6H14O6；ソルビトールの異性体）はマンノース（C6H12O6），リビトール
（C5H12O5；別名，アドニトール）はリボース（C5H10O5）の還元体である．マンニトールは
植物においても普遍的に存在し（Patel and Williamson 2016），ソルビトールはバラ科におけ
る主要な光合成産物であるが（Loescher et al. 1982），リビトールは Adonis vernalis（フクジ
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ュソウ属，Negm and Marlow 1985）と Bupleurum spp.（ミシマサイコ属，Olennikov and 
Partilkhaev 2013）を除き，植物による合成は知られていない．緑藻については，地衣化す
る緑藻も属するトレボウクシア藻綱において，ポリオールの存在パターンが調べられてお
り，バイオフィルムを形成し気生環境に生育する Apatococcus や Elliptochloris，Watanabea
属でもリビトールが保持してした（Gustavs et al. 2011）．最近になって，Apatococcus 属の
一種である A．fuscideae は地衣化する緑藻であることが分かった（Zahradníková et al. 2017）．
それに対し，同じくトレボウクシア藻綱に属するものの，主に水生環境に生育する Chlorella
属はポリオールを含まなかった．すなわち，リビトールは地衣化する緑藻やその近縁種で
ある気生藻類で特異的に生産されるポリオールと考えられる．ソルビトール，マンニトー
ル，リビトールなどは，非環状ポリオール，または単にポリオールと呼ばれることが多い
ため（Nash 2008, Honegger 2012），本論文ではこれらをポリオールと呼ぶ． 
 
1.4 本研究の目的 
 以上より，緑藻から供給される特定のポリオールは，地衣化子嚢菌類において重要な炭
素源かつエネルギー源であり，地衣体の生⾧や環境適応に利用されている．したがって，
特定のポリオールの輸送および代謝機構は，地衣化子嚢菌類にとって緑藻との共生に必須
の機構であると考えられる．しかしながら，最も多くの地衣類で利用されるリビトールを
始め，真菌類におけるポリオールの輸送および代謝の機構はほとんど明らかにされていな
い．これらの機構は，共生関係を維持するための最重要機構と言えるにもかかわらず，地
衣類の共生現象における大きなミッシングリンクとなっている．そこで本研究では，子嚢
菌類において，地衣化子嚢菌類がポリオールの輸送や代謝に関して優位性または独自性を
有しているのではないかという仮説を立て，子嚢菌類全体におけるポリオールの輸送や代
謝を明らかにし，地衣化現象との関連性を探った．はじめに第 2 章では，地衣化子嚢菌
Ramalina conduplicans を分離し，炭素源としてのポリオールの影響と最適な合成培地につ
いて検討した．第 3 章では，前章の実験より，ポリオールの輸送および代謝のモデル地衣
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類として有用と考えられた地衣化子嚢菌 R. conduplicans の全ゲノム de novo シーケンスを
実施した．第 4 章では，前章で得られた R. conduplicans のゲノム情報とデータベース上の
ゲノム情報を利用し，子嚢菌門におけるポリオール輸送体遺伝子の保存性を調べ，さらに
地衣化現象との関係性について考察した．第 4 章の結果からポリオール輸送体遺伝子が地
衣化子嚢菌類のみならず，子嚢菌門全体で高く保存されていることが示されたことから，
第 5 章では，地衣化子嚢菌および地衣体を住処とする内生菌（主に子嚢菌類）を分離し，
それらのポリオール資化性ついて比較した．第 6 章では，各章の結果を基に仮説に対する
総合考察を行い，今後の課題を提示した． 
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Fig. 1.1 The conversion of 1,2,3-labelled ribitol into mannitol via xylulose-5-phosphate and the 
pentose phosphate pathway showing the fate of the labelled carbon atoms. The labelled compounds 
are: 1, ribitol; 2, D-xylulose-5-phosphate; 3, D-ribose-5-phosphate; 4, D-glyceraldehyde-3-
phosphate; 5, D-sedoheptulose-7-phosphate; 6, D-erythrose-4-phosphate, 7, D-fructose-6-
phosphate; 8, mannitol. cited from Lines et al. 1989, Figure 7. 
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第 2 章 地衣化子嚢菌 Ramalina conduplicans の培養に最適な合成培地の検討 
2.1 目的 
 地衣類の約 88%の種は緑藻を共生藻としており（Honegger 2008），これら緑藻由来のポ
リオールを地衣化子嚢菌類は炭素源やエネルギー源をとして利用する．Trebouxia 属や
Coccomyxa 属など多くの共生藻はポリオールの中でもリビトールを生産する．地衣類は多
くの場合，共生菌と共生藻を分離してそれぞれ培養することが可能であり（山本 2002），
それによりそれぞれの生理機能や代謝産物が調べられてきた．特にこれまでに 800 以上の
二次代謝産物が地衣類から単離され，ウスニン酸をはじめとする（Ingólfsdóttir 2002）多く
が地衣類に特有である（Ranković and Kosanić 2015）．これらは全て共生菌の代謝に由来し
（Ranković and Kosanić 2015），薬学・農学的な利用が検討されている．ただし，担子菌類
を共生菌とする場合（Lumbsch 1998）や，シアノバクテリアを共生藻とする場合（Galun and 
Shomer-Ilan 1988）は，地衣類特有の二次代謝産物合成は知られていない．一方，地衣類は
非常に生⾧が遅い菌類であることが知られ，湿度や温度にも異なるが，1 年間に 0.5ʷ8 mm
しか生⾧しない（Hale 1973）．自然状態での地衣類ほどではないが分離共生菌においても
生⾧が遅く，in vitro における実験や産業応用への足かせになっていると考えられる．その
ため，菌糸生⾧と二次代謝産物の合成を促す培養条件の一つとして，ポリオールの添加に
よる影響が調べられてきた．例えば，Usnea rubescens から分離した共生菌の培養実験では，
麦芽・酵母エキス寒天培地にリビトールを添加することで 10 週目以降の菌糸生⾧が増加
した（Yamamoto et al. 1985）．また，Ramalina farinacea および R. fastigiata では，麦芽・酵
母エキス寒天培地を基本培地とした場合に，1%リビトールの添加で 30%前後生⾧率が増
加した（Wang et al. 2009）．Fulgensia bracteate についても同様に麦芽・酵母エキス寒天培
地を基本培地とした場合に，0.05ʷ2.0%リビトールの添加することで，グルコースやスク
ロースの添加では見られない菌糸生⾧の促進が見られた（Meeßen et al. 2013）．また，
Cladonia rangiferina では，麦芽・酵母エキス寒天培地にリビトールを添加した時にのみ，
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もとの地衣類と同じ二次代謝産物である fumarprotocetraric acid を産生した（Elshobary et al. 
2016）．このように緑藻を共生藻とする地衣化子嚢菌類では，ポリオールが生⾧・二次代謝
産物合成に重要な役割を果たしていることが示されてきた． 
Ramalina conduplicans は地衣化する 115 科の中で 4 番目に多くの種を含む子嚢菌門チャ
シブゴケ綱チャシブゴケ目の Ramalinaceae に属し（Lücking et al. 2016），最も普遍的な共生
藻である Trebouxia 属と共生する（Honegger 2008）．Ramalina 属は世界中に分布しており
（Kirk et al. 2008），また，共生藻と分離された共生菌が培地上で比較的早く生⾧すること
から（Komiya and Shibata 1971），共生菌の二次代謝産物の化学構造の決定や生理活性につ
いてなど，多くの実験に用いられてきた（Moreira et al. 2015 の review に詳しい）．特に，
R. conduplicans 由来の二次代謝産物には，工業・薬学・農学的な利用が期待できる物質も
含まれ（Oh et al. 2006, Wei et al. 2008, Vinayaka et al. 2009, Luo et al. 2010），それゆえ，R. 
conduplicans をモデル生物として利用していけば，将来的な応用も期待できる．R. 
conduplicans を地衣類におけるポリオールの輸送および代謝を明らかにするためのモデル
生物とするために，まずは最適な合成培地を検討する必要がある．そこで，これまで一般
的に共生菌の培養に使用されてきた麦芽・酵母エキス培地を対照区として，真菌類の培養
に適用例のある 4 つの合成培地で分離共生菌を培養し，生育および二次代謝産物を比較し
た．Ramalina 属はリビトールを合成・放出する Trebouxia 属を共生藻としているため
（Komiya and Shibata 1971），R. conduplicans の本来の炭素源はリビトールであると考えら
れる．そこで合成培地に添加する炭素源はリビトールまたはスクロース（対照区）として，
同様に比較した． 
 
2.2 材料および方法 
2.2.1 試料の収集と形態観察による種同定 
 地衣類は 2014 年 7 月 15 日に青森県十和田湖畔（40°26’N 140°55’E）で採集した．標本
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No. 14071501（Fig. 2.1）について，吉村（1974）を基に外部形態による種同定を行った． 
 
2.2.2 組織培養法による地衣化子嚢菌の分離 
 地衣体からの共生菌の分離培養は Yamamoto et al.（1985）の組織培養法に準じて行った．
まず，地衣体から約 1 cm ⾧の小片をいくつかメスで切り出し，50 mL ビーカーに移し，ガ
ーゼを被せて輪ゴムで固定した．ビーカーに水道水を流し約 30 分間洗浄した．ビーカー
の水を除き，地衣体小片をクリーンベンチ上の加熱滅菌済み乳鉢に移し，滅菌水 3 mL を
加え，乳棒で粉砕した．シャーレの上に 500 µL の篩を重ね，破砕液をピペットで吸い上
げ，500 µL の篩でろ過した．別のシャーレの上に 150 µL の篩を重ね，ろ液をさらにろ過
した．150 µL の篩の地衣体微小片をさらに滅菌水で洗浄した．実体顕微鏡下に地衣体微小
片の乗った 150 µL の篩を置き，竹串で地衣体微小片を拾い上げた．50 本程度の試験官に
麦芽・酵母エキス寒天斜面培地（MY 培地，2%麦芽エキス，0.2%酵母エキスおよび 2%寒
天，Ahmadjian 1967）を用意し，地衣体微小片を植え付けた．麦芽エキス，酵母エキスおよ
び寒天は全て Becton, Dickinson and Company 社製のものを使用した．明所，19℃で数ヶ月
間培養した．出現した菌を植え継いで株を確立した． 
 
2.2.3 地衣体および培養菌体からのゲノム DNA 抽出および PCR 
 培養菌体からのゲノム DNA 抽出には NucleoSpin Tissue XS kit（Macherey-Nagel 社製）を
使 用 し ， キ ッ ト の プ ロ ト コ ル に 従 っ た ． 地 衣 体 か ら の ゲ ノ ム DNA 抽 出 は ，
cetyltrimethylammonium bromide（CTAB）溶液 [2% cetyltrimethylammonium bromide, 100 mM 
Tris-HCl (pH 8.0), 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl] を用いた方法で行った．CTAB 溶液 700 µL と
地衣体を乳鉢に入れ粉砕し，1.5 mL チューブに移した．チューブはブロックヒーターで
65℃，30 分間インキュベート後，フェノール・クロロホルム溶液（phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol = 25: 24: 1）750 µL を加えた．チューブをボルテックスで撹拌し，遠心分離し（22,100 
×g，2 分間），上清を新しい 1.5 mL チューブに移した．等量の 2-プロパノールを加え，遠
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心分離し（22,100 ×g，2 分間），上清を除去した．チューブに残った DNA ペレットを 70%
エタノールで洗浄，風乾し，TE バッファー [10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)] 50 µL
に溶解した．抽出したゲノム DNA 溶液は，核リボソーム DNA（nrDNA）内の内部転写領
域（internal transcribed spacer (ITS) regions）および 5.8S nrDNA の増幅するための鋳型に用
いた．PCR 反応液（100 µL 当たり）：10 µL 10× Ex Taq Buffer (Mg2+ plus), 8 µL 2.5 mM dNTP 
mixture, 0.5 µL 5U µL−1 TaKaRa Ex Taq HS (TaKaRa Bio), 2 µL 10 µM each primer, 2 µL ゲノム
DNA 溶液および滅菌蒸留水を作製し，TaKaRa Ex Taq HS のプロトコルに従って，加熱処
理した．プライマーは ITS5 および ITS4（White et al. 1990）を用いた．PCR 産物はアガロ
ースゲル電気泳動により確認した．PCR 産物 5 µL と 6×Loading Buffer 1 µL をパラフィル
ム上で混合し，1.5%アガロースゲルのホールドに滴下した．100 V の定電圧で 30 分間泳動
した後，0.5 mg L-1 エチジウムブロマイド溶液中で 30 分間振とう染色を行い，トランスイ
ルミネーターを用いて UV 照射しバンドを確認した． 
 
2.2.4 クローニングおよびシーケンシング 
 PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction kit（Nippon Genetics, Tokyo, Japan）で精製し，
pGEM-T Easy Vector System（Promega）のプロトコルに従ってクローニングした．クローニ
ングした大腸菌より，アルカリ溶解法によりプラスミドを抽出した．10 µL のサイクルシ
ーケンス反応液：0.5 µL Ready Reaction Mix (Big Dye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit: 
Applied Biosystems, Foster, CA, USA), 1.0 µL Big Dye sequencing buffer, 1.0 µL of 1.6-µM M13 
each primer（forward: GTA AAA CGA CGG CCA GT or reverse: CAG GAA ACA GCT ATG AC），
150ʷ300 ng プラスミドおよび蒸留水を作製し，加熱処理：96℃，1 分間の後，96℃，10 秒
間；50℃，5 秒間；60℃，4 分間のサイクルを 25 回繰り返した．エタノール沈殿により反
応液から不要なプライマー等を除去し，3130xl Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシ
ーケンシングを行った．得られた波⾧および塩基配列は BioEdit ver. 7.2.5（Hall, 1999）で編
集した．地衣体および培養菌体から得られた ITS 領域および 5.8S rDNA の塩基配列は，
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EMBOSS Needle（URL: https://www.ebi.ac.uk/services）でのグローバルアライメントにより
比較した． 
 
2.2.5 合成培地の条件 
 ポジティブコントロールとして，MY 培地を使用した．その他の培地は合成培地であり，
Bold's Basal Medium（BBM; Deason and Bold 1960, Bischoff and Bold 1963），Czapek-Dox 
medium（CD; Booth 1971），Lilly and Barnett's medium（LB; Lilly and Barnett 1951）および
Difco Yeast Nitrogen Base w/o amino acids（YNB; Becton, Dickinson and Company 社製）を基
本培地として，これらの合成培地に炭素源として 2%のリビトールまたはスクロースを添
加する区，または炭素源を含まない区の 3 試験区を設定した．BBM, CD および LB の組成
は Table 2.1 から Table 2.3 に示した．また，MY 培地およびこれらの合成培地は，培地の pH
を 5.5 に統一した．CD のみ pH 5.5 および 7.3 の培地を作製した．培地表面には全て，滅菌
したセルロース膜を密着させた．  
 
2.2.6 菌体生⾧量および二次代謝産物の測定 
MY 培地で培養した KY1401 株をピンセットで崩し取り，それぞれの培地に 5 反復で接
種した．プレートにパラフィルムを巻き，19℃，光量子束密度が 2.0 µmol m-2 s-1 未満の光
環境下で培養した．接種 0 週目から 3 週間毎に 12 週間，コロニーを実体顕微鏡の 10 倍率
で撮影し，ImageJ（https://imagej.nih.gov/ij/index.html）上で面積（mm2）を測定した．菌体
生⾧面積は，それぞれの菌体の 0 週目のサイズを基準とした相対値を算出し，12 週目の値
を基に Tukey-Kramer 法（p < 0.01）による多重比較検定を行った．培養 13 週間目に，炭素
源を添加した区の培地からそれぞれランダムに 2 つの菌体を取り上げ，1.5 mL チューブに
それぞれ入れた．同様に KY1401 株を分離した標本 R. conduplicans 14071501 の一部も 2 つ
の 1.5 mL チューブに入れた．液体窒素でチューブごと凍結した後，凍結乾燥器で一晩凍結
乾燥させた．凍結乾燥後の菌体をスクリュー管瓶に移し菌体乾重量を測定した．培養 12 週
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目における菌体生⾧面積の相対値と培養 13 週目における乾重量の間でピアソンの相関係
数を求めた．2 mg の菌体乾重量に対して 100 µL のアセトン（2 mg に満たない場合は 100 
µL のアセトン）を加え，3 時間抽出し，抽出液を高速液体クロマトグラフィー（High 
Performance Liquid Chromatography，HPLC）分析用のサンプルカップに 100 µL 入れた．抽
出液をフォトダイオードアレイ（Photodiode Array，PDA）検出器（SPD-M10A，島津製作
所製）付きの HPLC（Shimadzu LC-10AV，島津製作所製）を使用し，以下の条件で測定し
た：カラム，YMC-PAck ODS-A S-5 µm 150 x 4.6 mm I.D.；カラム温度，40℃；溶媒，CH3OH: 
H2O: H3PO4 = 80: 20: 1；流量，1 mL/min．保持時間および 200 nm の波⾧を，秋田県立大学
の植物資源創成システムグループで構築されたデータベースと照合し，化合物名を推定し
た． 
 
2.3 結果 
2.3.1 採集した地衣類および分離培養株の同定 
 標本 No. 14071501 の外部形態を観察した結果，地衣体は扁平であり，擬盃点があり，穿
孔はなく，地衣体内部は中実であったことから，Ramalina conduplicans Vain.であると同定
した．標本 No. 14071501 から分離した菌株は KY1401 株とした（Fig. 2.2）．KY1401 株およ
び標本 No. 14071501 から，それぞれ nrITS 領域および 5.8S nrDNA の塩基配列を取得し，
GenBank に登録した（accession number: LC382022 および LC382023）．これらの類似性は
98.9％であったので，KY1401 株も Ramalina conduplicans であると同定した．また，標本は
千葉県立中央博物館へ登録番号：CBM-FL-204754 として寄贈し，菌株は NITE バイオテク
ノロジーセンター（NBRC）へ寄託菌株番号：113405 として寄託した． 
 
2.3.2 菌体生⾧量 
 接種した菌体の 0 週目のサイズは 0.228ʷ2.952 mm2 であり，これらの値を基に菌体生⾧
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面積の相対値を算出した．培養 12 週目における菌体生⾧面積の相対値と培養 13 週目にお
ける菌体乾重量の間では有意な正の相関があった（相関係数 R = 0.95）．培養 12 週目まで
の菌体生⾧面積の経時変化を Fig. 2.3 に示した．炭素源無添加区では，全ての培地におい
て培養 12 週目までに 2 倍以下の生⾧量であったため，グラフからは省いた．最大の生⾧
量を示したのはポジティブコントロールである MY 培地であり，約 44.0 倍生⾧した．次い
で LB 培地にリビトールを添加した区で高くなり，約 37.6 倍生⾧した．また，MY 培地と
LB 培地にリビトールを添加した区間で有意差はなかった．さらに，これらの培地におい
ては 12 週目までに細胞増殖の定常期に達しなかった．LB 培地にスクロースを添加した区
では約 15.8 倍生⾧したが，MY 培地と LB 培地にリビトールを添加した区との間では 1%
危険率で有意差があった．YNB 培地では，LB 培地にスクロースを添加した区と同程度に
生⾧していた．BBM 培地および CD 培地では最大で約 7.0 倍生⾧した． 
 
2.3.3 二次代謝産物 
 R. conduplicans（標本 No. 14071501）の 2 断片から共通して検出されたピークは，
homosekikaic acid，sekikaic acid，usnic acid および 4'-O-methylnorhomosekaic acid と推定され
た（Fig. 2.4A および Fig. 2.5）．培養菌体からは全ての試験区において，homosekikaic acid，
sekikaic acid，usnic acid および 4'-O-methylnorhomosekaic acid は検出されなかったが，標本
および培養菌体の両方から保持時間 3.2 分に未知化合物（Comp. 1）のピークが検出された
(Fig. 2.4B)．Comp. 1 は 204 nm に最大の吸収波⾧を持っており，rangiformic acid の最大吸
収波⾧と一致した（Fig. 2.6）．Rangiformic acid は本実験と同条件下において，2.6 分に溶出
され，204 nm に吸収波⾧を持つ． Comp. 1 は培地や炭素源の種類に関わらず，全ての培養
条件下で検出されたが，培地や炭素源の種類に特異的な物質は検出されなかった．  
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2.4 考察 
2.4.1 培地間での比較 
 MY 培地は共生菌の培養に適するとされ（Ahmadjian 1967），Ramalina 属の培養にも用い
られてきた（Yamamoto et al. 1985, Takahagi et al. 2002, Cordeiro et al. 2004, Timsina et al. 2013）．
本試験においても MY 培地は全ての試験区の中で最大の生⾧率を示した．また MY 培地と
同程度の生⾧率であり，かつ合成培地の中で最大の生⾧率を示したのは，2%リビトールを
添加した LB 培地であった．LB 培地に次いで高い生⾧率を示したのは YNB 培地であった．
この 2 つの培地は，ビタミンであるチアミンとビオチンを含んでいる点が共通していた. 
Fox（1966）は Ramalina ecklonii 共生菌の培養において，チアミンとビオチンの不在下では
生⾧に著しい低下が見られたことを報告している．同様に，KY1401 株の生⾧においても
チアミンとビオチンは有用な栄養素であったと考えられる．一方，Ramalina nervulosa およ
び R. pacifica では，LB 培地よりも BBM 培地で共生菌がより増殖したという報告や（Verma 
et al. 2012），Ramalina 属の 6 種間で適する培養条件が異なったという報告もあり（Cordeiro 
et al. 2004），Ramalina 属では種ごとに培地の選択が必要と思われる．以上より，R. 
conduplicans KY1401 の菌糸生⾧には LB 培地が合成培地としては最も適すると考えられ、
今後 LB 培地を用いることで，炭素源の違いによるポリオールの輸送や代謝に関する遺伝
子の発現についても比較できると考えられる． 
 
2.4.2 炭素源の比較 
 KY1401 株は 12 週目において， LB 培地にリビトールを添加した培地でスクロースを添
加した培地よりも約 2.3 倍増殖し，1%危険率で有意差があった．Usnea rubescens や U. 
diffracta を LB 培地で培養した実験においても，炭素源としてグルコースやスクロースを
添加した培地よりもリビトールやマンニトールを添加した培地でより増殖したことが報
告されている（Yamamoto et al. 1987）．さらに，Usnea rubescens の組織培養株（Yamamoto 
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et al. 1985）や Ramalina farinacea，R. fastigiata（Wang et al. 2009），Fulgensia bracteata（Meeßen 
et al. 2013）の共生菌においても，MY 培地へのリビトール添加による生⾧の促進が報告さ
れている．自然の共生状態では，これらの共生菌には共生藻である緑藻からリビトールが
供給される．したがって，KY1401 株を始め，リビトールを緑藻から供給される共生菌は，
リビトールをより効率的に利用する機構を有していると考えられる． 
 
2.4.3 二次代謝産物の比較 
R. conduplicans（標本 No. 14071501）の 2 断片から共通して検出された homosekikaic acid，
sekikaic acid および usnic acid は，これまでにも R. conduplicans の主要含有成分として知ら
れている（Kumar et al. 2009, Luo et al. 2010）．これらの成分は細胞毒性，抗バクテリア，抗
真菌，抗酸化作用を持つことが分かっている（Esimone and Adikwu 1999, Ingólfsdóttir 2002, 
Oh et al. 2006; Luo et al. 2010, Verma et al. 2012）．しかしながら本実験において，これらの
成分は共生菌培養株から検出されなかった．Ramalina 属を用いた他の研究においては，MY
培地で培養した R. peruviana の共生菌から sakikaic acid などの 4 つの成分が検出されたり
（Cordeiro et al. 2004），BBM や LB，MY 培地で培養した R. nervulosa から Sekikaic acid と
ウスニン酸の生産が確認されたりしている（Verma et al. 2012）．また Oh et al.（2006）では，
R. conduplicans の胞子分離株を MY 培地，18℃，暗所，5 ヶ月間培養後の菌糸は dark gray
であり，その菌体由来の成分が植物病原菌に対する抗真菌作用を示したと報告している．
本研究で用いた R. conduplicans KY1401 株は植え継ぐことなく半年以上培養してもピンク
色であり，継代によっても色の変化は確認されていない．したがって，同種であっても株
によって表現形質が異なることが推測され，もとの地衣類と同様の二次代謝産物を合成さ
せるためには，新たに分離菌株を確立することも一つの方法と考えられる．一方，Comp. 1
は培地や炭素源，共生藻の有無に限らず標本および培養菌体のどちらからも検出され，さ
らに rangiformic acid など，多くの脂肪酸類と同じ 204 nm の吸収波⾧を有していた．これ
までに Ramalina usnea，R. celastri（Sassaki et al. 2001），R. lacera（Hanus et al. 2008）および
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R. roesleri の地衣体（Sisodia et al. 2013）と R. celastri の共生菌（Fazio et al. 2014）において，
様々な脂肪酸類が検出されている．また，Ramalina yasudae とその培養菌体からは複数の
共通する脂肪酸のピークが得られている（Yamamoto and Watanabe 1974）．このことは，R. 
conduplicans とその培養菌体から同一と考えられる脂肪酸が検出された本結果と一致し，
KY1401 株では rangiformic acid のような脂肪酸が恒常的に生産されると考えられる．結論
として，R. conduplicans KY1401 は唯一の炭素源としてリビトールおよびスクロースを利
用でき，検討した合成培地の中では LB 培地で最もよく増殖し，二次代謝産物生産よりも
菌糸生⾧などの一次代謝に炭素源やエネルギー源を利用していると考えられる．ゆえに，
異なる炭素源を添加した LB 培地上で KY1401 株を培養し比較することで，リビトールな
ど，特定の炭素源の輸送体や初期代謝経路の解明に応用していけると考えられる． 
なお，本章は Yoshino et al.（in press）に報告した． 
 
4.5 要約 
 Ramalina conduplicans 共生菌の培養に最適な合成培地を検討するため，麦芽・酵母エキ
ス寒天培地および 4 つの合成培地（Bold's Basal Medium，Czapek-Dox medium，Lilly and 
Barnett's medium（LB）および Difco Yeast Nitrogen Base w/o amino acids）で共生菌 KY1401
株を培養し，生育および二次代謝産物を比較した．また 4 つの合成培地には，炭素源とし
てそれぞれリビトールまたはスクロースの添加区を設定した．その結果，リビトールを添
加した LB 培地において，検討した合成培地の中で最大の生⾧率を示し，またスクロース
を添加した LB 培地でも良好な生育が見られた．二次代謝産物については，共生菌を分離
した標本と一致する脂肪酸類と推定される物質がすべての培養条件下で検出された．以上
のことから，Ramalina conduplicans KY1401 の培養に最適な合成培地は LB 培地であると結
論した．この培地を用いることにより，炭素源だけの違いを比較することが可能となり，
共生菌におけるリビトールの輸送や代謝に関わる機構を明らかにする上で，有用と考えら
れる． 
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Table 2.1 Bold's Basal Medium (BBM) 
NaNO3*1 250.00 mg 
KH2PO4*1 175.00 mg 
K2HPO4*1 100.00 mg 
MgSO4·7H2O*1 75.00 mg 
CaCl2·2H2O*1 25.00 mg 
NaCl*1 25.00 mg 
KOH*2 31.00 mg 
EDTA-2Na*2 50.00 mg 
FeSO4·7H2O*3 4.98 mg 
H3BO3*3 11.42 mg 
ZnSO4·7H2O*4 8.82 mg 
MnCl2·4H2O*4 1.44 mg 
MnO3*4 0.71 mg 
CuSO4·5H2O*4 1.57 mg 
Co(NO3)·6H2O*4 0.49 mg 
Distilled water 1.00 L 
*1 Made 100x stocks for each nutrient 
*2 Made 1000x stock mixed both nutrients 
*3 Made 1000x stocks for each nutrient 
*4 Made 1000x stock mixed all nutrients 
 
 
Table 2.3 Lilly and Barnett's medium (LB) 
Asparagine 2.0 g 
KH2PO4 1.0 g 
MgSO4·7H2O 0.5 g 
Fe(NO3)3·9H2O*1 0.2 mg 
ZnSO4·7H2O 0.2 mg 
MnSO4·4H2O 0.1 mg 
Thiamine 0.1 mg 
Biotin 5.0 µg 
Distilled water 1.0 L 
*1 Used FeSO4·7H2O 0.14 g in this study 
 
 
Table 2.2 Czapek-Dox Medium (CD) 
NaNO3*1 2.00 g 
KCl*1 0.50 g 
MgSO4·7H2O*1 0.50 g 
FeSO4·7H2O*1 0.01 g 
K2HPO4*2 1.00 g 
ZnSO4·7H2O*3 1.00 mg 
CuSO4·5H2O*3 0.50 mg 
Distilled water 1.00 L 
*1 Made 20x stock mixed all nutrients 
*2 Made 20x stock   
*3 Made 100x stock mixed both nutrients 
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Fig. 2.1 Ramalina conduplicans Vain.（Specimen ID: K. Yoshino 14071501） 
 
 
 
 
Fig. 2.2 Ramalina conduplicans KY1401 cultured on Lilly and Barnett's medium containing ribitol 
for 12 weeks. 
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Fig. 2.3 Relative colony areas for Ramalina conduplicans KY1401 (n = 5) cultured on single plate 
of each medium for 12 weeks. Individual letters (a, b, and c) denote significant differences based on 
Tukey-Kramer test (p < 0.01). Standard errors (n = 5) are shown on the graphs. Solid circles denote 
the media containing ribitol. Abbreviation: BBM = Bold's Basal Medium, CD = Czapek-Dox 
medium, LB = Lilly and Barnett's medium, MY = Malt and Yeast extracts medium, YNB = Difco 
Yeast Nitrogen Base medium without amino acids, R = ribitol, S = sucrose. 
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Fig. 2.4 HPLC chromatogram of acetone extract of Ramalina conduplicans (K. Yoshino 14071501) 
and the culture strain KY1401. (A) R. conduplicans (K. Yoshino 14071501) kept at −20°C for 
approximately 2 years, (B) R. conduplicans KY1401 cultured on Lilly and Barnett's medium 
containing ribitol for 13 weeks. 
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Fig. 2.5 UV spectra of the main four components in Ramalina conduplicans (K. Yoshino 14071501). 
 
 
 
Fig. 2.6 UV spectra of Comp. 1 and rangiformic acid 
Rangiformic acid Comp. 1 
4’-O-
methylnorhomosekikaic 
acid 
Sekikaic acid 
Usnic acid Homosekikaic acid 
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第 3 章 地衣化子嚢菌 Ramalina conduplicans の de novo ゲノムシーケンス 
3.1 目的 
 地 衣 化 す る 子 嚢 菌 類 は Arthoniomycetes ， Coniocybomycetes ， Dothideomycetes ，
Eurotiomycetes，Lecanoromycetes，Leotiomycetes および Lichinomycetes の７綱に属している
（James et al. 2006, Schoch et al. 2009a, Lumbsch and Rikkinen 2017, Prieto et al. 2018）．これま
でに，この内の 4 綱に属する 19 種でゲノム配列情報が公開されている（Table 3.1）．特に，
地衣化する菌類が属する最大の綱であり，95%以上の種が地衣化する Lecanoromycetes で
は（Miadlikowska et al. 2014），16 種の配列情報が登録されている．しかしながら，地衣化
する子嚢菌は 1 万 9000 種以上であることから，まだまだ地衣化子嚢菌類のゲノム配列情
報が十分であるとは言えない．第 2 章において，Trebouxia 属を共生藻とする Ramalina 
conduplicans から共生菌 KY1401 株を分離し，この株が Lilly and Barnett's medium で良好な
生育を示し，かつリビトールやスクロースを唯一の炭素源として増殖できることを示した．
今後，R. conduplicans KY1401 を地衣化子嚢菌のポリオール輸送体や菌糸生⾧に係るポリ
オールの一次代謝を明らかにするためのモデルとしていくには，その基盤となるゲノムを
明らかとすることが有用であると考えられる．しかしながら R. conduplicans を含め，
Ramalinaceae ではこれまでに高精度のゲノム配列情報は報告されていない．そこで本章で
は，R. conduplicans KY1401 の de novo ゲノムシーケンスを実施し，高精度のゲノム情報を
得ることを目的とした． 
 
3.2 材料および方法 
3.2.1 材料 
 第 2 章で得られた Ramalina conduplicans KY1401 株を以下の実験に供した．KY1401 株
は麦芽・酵母エキス寒天培地（MY 培地，2%麦芽エキス，0.2%酵母エキスおよび 2%寒天）
上で，2014 年より約 4 年間継代培養した．麦芽エキス，酵母エキスおよび寒天は全て Becton, 
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Dickinson and Company 社製のものを使用した． 
 
3.2.2 ゲノム DNA の抽出 
 乾熱滅菌したピンセットを用いて，乾熱滅菌したアルミホイルに菌体を 1 サンプル当た
り 50ʷ200 mg（湿重量）測り取った．乾熱滅菌した乳鉢および乳棒を常温まで放熱し，さ
らに冷凍庫内で冷やした後，乳鉢一杯に液体窒素を注ぎ入れ，乳鉢および乳棒をよく冷や
した．液体窒素が半分ほどになったら、菌体を乳鉢にいれ，アルミホイルで菌体の飛散を
防ぎながら、パウダー状になるまで菌体をよく磨り潰した．以下は NucleoSpin Plant II
（MACHEREY-NAGEL 社製）キットを用い，付属の User manual に一部改変を加えて行っ
た．乾熱滅菌したミクロスパーテルを用い，パウダー状の菌体を 1.5 mL チューブに移し
た．乳鉢に Buffer PL1 200 µL を加え、残った菌体も一緒に同じ 1.5 mL チューブに移した．
さらに乳鉢に Buffer PL1 150 µL を加えて，同じ 1.5 mL チューブに移す作業を 2 回繰り返
した（Buffer PL1 は 1 サンプル当たり 500 µL 使用した）．RNase A（10 µg / µL）30 µL を加
え，しっかり混ざるまで転倒混和し，65℃、16 分間インキュベートした．なお，インキュ
ベート中は 3 分毎に転倒混和した．CIA 溶液 200 µL を加え，転倒混和し，室温，20,000 x 
g（14,300 rpm）で 15 分間遠心分離した．新しい 1.5 mL チューブに上清を移し，さらに CIA
溶液 200 µL を加え，転倒混和し，室温，20,000 x g（14,300 rpm）で 15 分間遠心分離した．
2 mL チューブに NucleoSpin Filter（violet ring）をセットし，遠心後の上清を移した．室温，
11,000 x g（10,600 rpm）で 2 分間遠心分離し，NucleoSpin Filter（violet ring）を捨てた．Buffer 
PC 約 850 µL を加え，転倒混和でしっかり混ぜた．コレクションチューブ（2 mL）に
NucleoSpin Filter（green ring）をセットし，最大 600 µL ずつ移し，室温，11,000 x g（10,600 
rpm）で 1 分間遠心分離．ろ過液を捨てた．2 mL チューブからサンプルがなくなるまで繰
り返した．Buffer PW1 400 µL を加え、室温，11,000 x g（10,600 rpm）で 1 分間遠心分離し，
ろ過液を捨てた．Buffer PW2 700 µL を加え、室温，11,000 x g（10,600 rpm）で 1 分間遠心
分離し，ろ過液を捨てた．さらに Buffer PW2 200 µL を加え、室温，11,000 x g（10,600 rpm）
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で 2 分間遠心分離し，カラムに Buffer が残っていないことを確認した．カラムを新しい 1.5 
mL チューブに移し，65℃に温めた Buffer PE（5 mM Tris-HCl，pH 8.5）50 µL を加え，65℃
で 5 分間インキュベートし，室温，11,000 x g（10,600 rpm）で 1 分間遠心分離した．さら
にこの作業を 2 回繰り返し，合計 150 µL のゲノム DNA 抽出液を得た．ゲノム DNA 抽出
液の濃度および純度を推定するために，電気泳動および吸光度の測定を行った．電気泳動
には 1%アガロースゲルを用いた．DNA サイズマーカーとして，Loading Quickλ/Hind III
（Toyobo 社製）を用い，65℃，5 分間インキュベートした後，1 µL（40 ng）および 2 µL
（80 ng）をそれぞれ 6×Loading Buffer 1 µL，TE Buffer 4 µL とパラフィルム上で混合し，ゲ
ルのホールドに滴下した．1 µL ゲノム DNA 抽出液も同様に 6×Loading Buffer 1 µL，TE 
Buffer 4 µL とパラフィルム上で混合し，ゲルのホールドに滴下した． 100 V の定電圧で 30
分間泳動した後，0.5 mg L-1 エチジウムブロマイド溶液中で 30 分間振とう染色を行い，ト
ランスイルミネーターを用いて UV 照射しゲノム DNA の濃度および分解程度を確認した．
なお，ゲノム DNA 抽出液サンプルは 2 つ作製し，分解程度などを確認した後，混合した．
吸光度および簡易的な濃度の測定には NanoDrop Lite Spectrophotometer（Thermo Fisher 
Scientific 社製）を用いた．Buffer PE でブランク測定をした後，ゲノム DNA 抽出液 1 µL を
滴下し，吸光度および濃度を測定した．ゲノム DNA 抽出液は 4℃で保存した． 
 
3.2.3 ライブラリ調整およびゲノムシーケンス 
 これ以降の作業はアプロサイエンス社を介して Macrogen Japan 社に委託した．まず初め
にクオリティチェックを受けた．ライブラリ調整には SMRTbell Express Template preparation 
kit（Pacific Bioscience 社）を用いた．シーケンサーは PacBio Sequel System（Pacific Bioscience
社）を使用し，Sequel SMRT Cell 1M v2, Sequel Binding Kit 2.1（Pacific Bioscience 社）を用
いて 1 SMRT Cell のデータを得た． 
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3.2.4 de novo アセンブリ 
 The Sequel System software package に含まれる SMRT Link を介し，PacBio データ用 de 
novo アセンブリのパイプラインである HGAP（Hierarchical Genome Assembly Process）
Assembly （v4.0）をデフォルトの設定で実行した．谷澤ら（2016）によると，HGAP 法の
アセンブリ手順は，大まかには次のような流れで行われる：（1）最も⾧いサブリード群を
シード（リファレンス配列）として用い，（2）シードに短いサブリードをマップし，（3）
エラー補正を行った preassembled reads を作成し，（4）それらを用いてアセンブリの本番
を行う．また，PacBio データは，ランダムな位置でシークエンスエラーが起こるため，（2）
で短いリードをマップして，ポジションごとに出現する塩基の多数決ルールを適用するこ
とでエラー補正ができるとあった． 
 
3.2.5 アノテーション 
 ゲノム配列上のタンパク質をコードする遺伝子領域の予測は，Maker（v2.31.8）によって
実行した．推定遺伝子の機能は，UniProt Swiss-Prot データベースを利用した Protein BLAST+
（v2.6.0）によって行った． 配列相同性の指標の一つとして用いられる E-vale は 1e-3 を上
限値とした． 
 
3.3 結果および考察 
3.3.1 ゲノム DNA の品質チェック 
 抽出したゲノム DNA の吸光度および濃度は Table 3.2 に，電気泳動写真は Fig. 3.1 に示
した．スメアが見られたため，クオリティチェックは Fail 判定となったが，メインバンド
が明瞭であったため，そのままライブラリ調整に進んだ． 
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3.3.2 ゲノムシーケンス 
 R. conduplicans KY1401 のサブリード⾧の分布については Fig. 3.2 に示した．平均サブリ
ード⾧は 8,564 bp，N50 サブリード⾧は 15,398 bp，全塩基数は 9,173,301,256 bp，リード数
は 1,071,048 であった． 
 
3.3.3 他の地衣化子嚢菌ゲノムとの de novo アセンブリの比較 
 R. conduplicans KY1401 の N50 コンティグ⾧は 1,723,122 bp，最大コンティグ⾧は
3,957,092 bp，最小コンティグ⾧は 26,215 bp であった．これら以外にゲノムサイズ，カバ
レ ッ ジ 数 ， コ ン テ ィ グ 数 お よ び 推 定 遺 伝 子 数 を 評 価 す る た め ， MycoCosm
（ https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf ） お よ び GenBank
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）でゲノム DNA 情報が公表されている地衣化子嚢
菌と合わせて，Table 3.1 にまとめた．シーケンサーの種類は， 454（Roche 社製）， Solexa
（Illumina 社製），さらに Solexa の後継者である MiSeq や HiSeq 2000（共に Illumina 社製）
などが使用されていた．これまでに読まれた Lecanoromycetes のゲノムサイズは 19.47ʷ
56.12 Mbp で，平均値は 35.70 Mbp であった．したがって R. conduplicans KY1401 の 38.51 
Mbp は想定内のゲノムサイズであった．カバレッジ数は各ゲノムシーケンスでばらつきが
大きいが，HGAP の実行にはカバレッジ 100x 以上が推奨されているので（Utturkar et al. 
2014），R. conduplicans KY1401 の 238x は HGAP を実行するのに十分であったと考えられ
る．コンティグ数はこれまでの地衣化子嚢菌ゲノムの中で最少の 39 本であった．これま
でに読まれた Lecanoromycetes の推定遺伝子数の平均値は 10,331 個であり，R. conduplicans 
KY1401 の 11,199 個はおおよそ予想通りであった． 
 
3.3.4 アノテーションの評価 
 BLAST 結果の概要について Fig. 3.3 に示した．推定遺伝子 11,199 個の内，9280 個は
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BLAST にヒットしたが，その多くが機能未知の遺伝子であった．また，212 個の遺伝子が
トランスポーターとアノテーションされていたが，ポリオールトランスポーターとアノテ
ーションされた遺伝子はなかった．最近になって子嚢菌門のサッカロミケス亜門に属す 3
種の酵母において複数の遺伝子が同定されたが（Pereira et al. 2014, Londesborough et al. 2014, 
Jordan et al. 2016），ポリオール輸送体は糖輸送体とパラログであるために（Pereira et al. 2014, 
Jordan et al. 2016），糖輸送体とアノテーションされているのではないかと考えられる．そ
の他アノテーションされた遺伝子の中には，mannitol dehydrogenase，mannitol-1-phosphate 
dehydrogenase，sorbitol dehydrogenase-like，D-arabinitol dehydrogenase および L-arabinitol 4-
dehydrogenase の 5 つのポリオール脱水素酵素遺伝子が存在した（Table 3.3）．これらの遺伝
子は植物または真菌類由来の配列と類似性が高かった．これまでに，Trichoderma reesei
（Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes）の持つ L-arabinitol 4-dehydrogenase（accession 
no. AF355628.1）はリビトール脱水素酵素としても機能することが分かっており（Richard 
et al. 2001 ）， R. conduplicans KY1401 の ゲ ノ ム 配 列 か ら 推 定 さ れ た L-arabinitol 4-
dehydrogenase についても，リビトールの代謝反応に関与すると期待される．今後，得られ
たゲノム配列をリファレンスとしてトランスクリプトーム解析などを行うことで，緑藻と
の共生に必須である地衣化子嚢菌のリビトール関連遺伝子群を明らかにできると考えら
れる． 
 
3.4 要約 
 Ramalina conduplicans KY1401 の de novo ゲノムシーケンスを実施し, これまでに公開さ
れている地衣化子嚢菌で最少の 39 本のコンティグからなる 38.51 Mbp のゲノム配列を得
た．遺伝子数は 11,199 個と推定され，ポリオールの代謝酵素についてもいくつか候補が得
られた．今後，リビトールの輸送や代謝に関わる遺伝子の全貌を明らかにするための基盤
となる，有用なゲノム情報が得られた考えられる． 
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Table 3.1 Comparison of available genome sequences of lichen-forming fungi 
Species and strains Type of sequencer 
Genome 
size 
(Mbp) 
Coverage 
depth (x) 
# of 
contigs 
# of 
genes References 
Coniocybomycetes       
   Coniocybales 
      
      Coniocybaceae 
      
Sclerophora sanguinea 
CBS100924 v1.0 
(Illumina) 18.02 90 147 7,223 
 
Dothideomycetes 
      
   Trypetheliales 
      
      Trypetheliaceae 
      
Trypethelium eluteriae 
v1.0 
Solexa (illumina) 32.16 142 747 11,858 
 
Eurotiomycetes 
      
   Verrucariales 
      
      Verrucariaceae 
      
Endocarpon pusillum 
Z07020 
454 (Roche) and 
Solexa (illumina) 
36.78 78 1,731 9,238 Wang et al. 
(2014) 
Lecanoromycetes 
      
   Lecanorales 
      
      Cladoniaceae 
      
Cetradonia linearis BA2 NextSeq (Illumina) 19.47 55 2,962 N/A Allen et al. 
(2018) 
Cladonia grayi 
Cgr/DA2myc/ss v2.0 
454 (Roche) and 
Solexa (illumina) 
34.62 15 519 11,389 
 
Cladonia macilenta 
KoLRI003786 
HiSeq 2000 (Illumina) 37.12 540 1310 7,322 Park et al. 
(2013a) 
Cladonia metacorallifera 
KoLRI002260 
HiSeq 2000 (Illumina) 36.68 1023 625 11,361 Park et al. 
(2014a) 
Cladonia uncialis 
Normore 8774  
MiSeq (Illumina) 32.85 43 2137 N/A Abdel-Hameed 
et al. (2016) 
      Parmeliaceae 
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Evernia prunastri FR 
SP7-11 
MiSeq (Illumina) 40.35 410 579 10,992 Meiser et al. 
(2017) 
Pseudevernia furfuracea 
AKPM 0122M 
MiSeq and HiSeq 
(Illumina) 
37.80 350 143 8,842 Meiser et al. 
(2017) 
Usnea florida 
ATCC18376 v1.0 
(Illumina) 44.32 88 1,774 12,649 
 
      Ramalinaceae 
      
Ramalina conduplicans 
KY1401 v1.0 
Sequel System 
(PacBio) 
38.51 238 39 11,199 in this study 
Ramalina intermedia 
YAF0013 
MiSeq (Illumina) 23.25 2 209 N/A 
 
Ramalina peruviana 
YAF0012 
MiSeq (Illumina) 26.99 2 1731 N/A 
 
   Peltigerales 
      
      Lobariaceae 
      
Lobaria pulmonaria 
Scotland v1.0 
(Illumina) 56.12 146 2,271 15,607 
 
   Teloschistales 
      
      Teloschistaceae 
      
Gyalolechia 
flavorubescens 
KoLRI002931 
HiSeq 2000 (Illumina) 34.47 541 189 9,695 Park et al. 
(2013b) 
Xanthoria parietina 46-1-
SA22 v1.1 
454 (Roche) and 
Solexa (illumina) 
31.90 44 302 11,065 
 
   Umbilicariales 
      
      Umbilicariaceae 
      
Lasallia pustulata v1 HiSeq2000 (Illumina) 39.23 80 5,331 8,268 Dal Grande et 
al. (2017) 
Umbilicaria hispanica 
C0002 
MiSeq and NextSeq 
500 (Illumina) 
41.21 160 3084 8,488 Dal Grande et 
al. (2018) 
Umbilicaria 
muehlenbergii KoLRI No. 
LF000956 
HiSeq2000 (Illumina) 34.81 663 297 8,294 Park et al. 
(2014b) 
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Table 3.2 Qualities of genomic DNA 
KY1401 A260/A280 ng/µL Total amount (µg) 
Sample 1 1.84 78.0 11.5 
Sample 2 1.84 85.7 12.6 
Sample 1 & 2* N/A 61.2 14.7 
*Reported by Macrogen 
 
 
 
Table 3.3 Annotation of polyol dehydrogenases         
Query ID 
Query 
length 
Subject 
length Description Accession 
Identity 
(%) 
Similarity 
(%) E-value 
GENE_0000
3994-RA 
340 338 Probable NADP-
dependent mannitol 
dehydrogenase [Quercus 
suber] 
XP_02387892
1.1 
75 88 3e-162 
GENE_0000
5785-RA 
388 388 Mannitol-1-phosphate 
dehydrogenase 
[Diplocarpon rosae] 
PBP24451.1 64 77 4e-175 
GENE_0000
7120-RA 
266 266 Mannitol dehydrogenase 
[Glonium stellatum] 
OCL02598.1 81 90 1e-159 
GENE_0000
6176-RA 
297 386 Sorbitol dehydrogenase-
like [Quercus suber] 
XP_02388862
1.1 
56 72 2e-113 
GENE_0000
7697-RA 
369 365 D-arabinitol 
dehydrogenase 
[Umbilicaria pustulata] 
SLM34796.1 65 78 1e-166 
GENE_0000
8291-RA 
514 376 L-arabinitol 4-
dehydrogenase 
[Moelleriella libera RCEF 
2490] 
KZZ92066.1 62 75 0.0 
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Fig. 3.1 Gel images of genomic DNA and DNA makers 
A: Quality check of genomic DNA, Lane 1: Loading Quickλ/Hind III 40 ng, Lane 2: Loading 
Quickλ/Hind III 80 ng, Lane 3: sample 1, Lane 4: sample 2. B: Quality check of genomic DNA 
conducted by Macrogen. 0.5 µL of DNA was loaded. 
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Fig. 3.2 Subread length distribution cited from Macrogen report 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.3 Overview of BLAST results of estimated genes in R. conduplicans KY1401 
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第 4 章 ポリオール輸送体遺伝子候補の単離と分子系統学的解析 
4.1 目的 
 地衣化現象，すなわち真菌が緑藻やシアノバクテリアを菌糸によって取り囲み，細胞外
で密接（一部，陥入）しながら栄養供給面や環境適応などの利益を互いに得て共生する現
象は，陸上生態系で最も普遍的に見られる共生現象の一つである．子嚢菌類において地衣
化現象は独立して 14ʷ23 回起こったと試算されており（Lücking et al. 2016），その結果，
子嚢菌門の 7 綱をまたいだ 1/4 以上に当たる 1 万 9000 種以上が地衣類として生活してい
る．例えば，Dothideomycetes および Eurotiomycetes には，主に非地衣化子嚢菌類が属する
が，Trypetheliales（Dothideomycetes）や Verrucariales（Eurotiomycetes）など，いくつかの目
には地衣化子嚢菌類が含まれる（Spatafora et al. 2006, Gueidan et al. 2007, Schoch et al. 2009b）．
また Coniocybomycetes は Coniocybales（Prieto et al. 2013）の一綱からなり，属する子嚢菌
類は全て地衣化し，緑藻を共生藻とする（Rikkinen et al. 2016）．さらにこれまで地衣化子
嚢菌が見つかっていなかった Leotiomycetes においても Nostocaceae に属するシアノバクテ
リアと共生する種が報告された（Prieto et al. 2018）．したがって，地衣化現象を語らずして
子嚢菌類の進化を語ることはできず，この共生現象の解明が真菌類の多様化を説明する上
で重要であることは間違いない．地衣化子嚢菌類が 7 綱で 1 万 9000 種以上に分化する一
方で（Lücking et al. 2016），共生藻となる緑藻は，Trebouxiophyceae に属する Trebouxia や
Asterochloris，Diplosphaera 属などや，Ulvophyceae に属する Trentepohlia 属など，子嚢菌類
の多様性に比べると著しく限られた数属に集約される（Friedl and Büdel 2008）．これはすな
わち，真菌類がこれら特定の光合成生物から大きな利益を得て進化してきたからであると
考えられる．特に地衣化する真菌類の約 85%が緑藻を，3ʷ4%が緑藻およびシアノバクテ
リアの両者を共生藻としており(Honegger 2008)，多くの地衣化子嚢菌類が特定の緑藻を共
有していることが分かる． 
 真菌類などの従属栄養生物は，自然界では他生物由来の炭素源なしでは生存・増殖でき
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ない．よって，緑藻からの安定的な炭素源の供給は，子嚢菌類が地衣化して得られる利益
の一つであり，地衣類が世界中に分布し，また何億年も共生関係を維持してきた理由の一
つでもあると考えられる．共生藻となる緑藻は，地衣化しているときにのみ，ポリオール
であるリビトールやソルビトール，エリスリトールを細胞外へ放出する（Richardson et al. 
1968）．例えばリビトールは，最も普遍的な共生藻である Trebouxia 属が放出するポリオー
ルとして知られる（Honegger 2008）．特に，Trebouxia 属を共生藻とする Xanthoria aureola
（Richardson and Smith, 1968a, 1968b）および X. calcicola（Lines et al. 1989）を用いた実験
により，リビトールは共生菌の代謝系であるペントースリン酸経路を介して，マンニトー
ルやアラビトールへと代謝されることが示されている．この他にも多くの地衣類でリビト
ールやマンニトール，アラビトールといったポリオールが検出されている（Lindberg et al. 
1953, Lewis and Smith 1967）．それゆえ，ポリオールの輸送機構は緑藻を共生藻とする地衣
化子嚢菌にとって緑藻由来の炭素源を得るために必須であると考えられる．しかしながら、
緑藻から子嚢菌へのポリオールの輸送機構，特に輸送体はこれまでに明らかにされていな
い． 
 ポリオールは幅広い生物に存在し（Lewis and Smith 1967, Pfyffer and Rast 1980, Honegger 
et al. 1993, Gustavs et al. 2011），活性酸素種の消去や（Parida and Das 2005），適合溶質とし
ての浸透圧調節や細胞機能の保護（Wegmann 1986, Reed et al. 1987），NADH または NADPH
由来のエネルギーの貯蓄（Jennings 1985, Williamson et al. 2002）などが主な役割として知ら
れている．ポリオール輸送体は，バクテリアや紅藻，植物，ヒトなどで見つかっている．
バクテリアでは Klebsiella pneumoniae から D-アラビトール輸送体やリビトール輸送体
（Heuel et al. 1997），紅藻では Galdieria sulphuraria で糖およびマンニトール輸送体（Schilling 
and Oesterhelt 2007），植物ではセロリにおけるマンニトール輸送体が初めて単離されたポ
リオール輸送体であり（Noiraud et al. 2001），そしてヒトではグリセロールやマンニトール，
ソルビトールなどを輸送できるチャネル（Tsukaguchi et al. 1999）がそれぞれ報告されてい
る．真菌類では，子嚢菌門の Saccharomycotina に属する酵母である Debaryomyces hansenii, 
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Ambrosiozyma monospora および Saccharomyces cerevisiae からそれぞれ，Syl1 および Syl2
（Pereira et al. 2014），Lat１および Lat2（Londesborough et al. 2014），さらに Hxt11，13，15，
16 および 17（Jordan et al. 2016）が，ポリオールの輸送能力を持つ輸送体または H+共輸送
体として報告された．バクテリアや植物では，それぞれで初めに報告されたポリオール輸
送体を基に，同分類群から多くのオルソログが見つかっている．したがって，子嚢菌酵母
のポリオール輸送体を基に，地衣化子嚢菌類からもオルソログが見つかると考えられる．
一方，子嚢菌酵母のポリオール輸送体遺伝子と単糖輸送体遺伝子は，配列の類似性からパ
ラログであると考えられている．Palma et al.（2009）は 9 種の子嚢菌酵母におけるヘキソ
ース輸送体遺伝子の分子系統関係を明らかにしたが，単糖輸送体とポリオール輸送体との
進化的な関係性は明らかになっていない． 
 以上より本章では第一に，子嚢菌類におけるポリオール輸送体遺伝子の保存性と単糖輸
送体遺伝子との関係性を分子系統学的に調べた．地衣化子嚢菌の情報を補完するために，
第 3 章において得られた Ramalina conduplicans のゲノムからも推定ポリオール輸送体遺伝
子を選抜した．またこれとは別に，Ramalina conduplicans の mRNA 由来のポリオール輸送
体遺伝子候補も単離した．第二に，子嚢菌類で幅広く独立して複数回起こっている地衣化
現象と，緑藻との共生に必須と思われるポリオール輸送体遺伝子の保存性の関係について
明らかにするため，地衣化子嚢菌類を含む子嚢菌類の持つ推定ポリオール輸送体の数につ
いて評価し，地衣化現象との関連性を考察した． 
 
4.2 材料および方法 
4.2.1 材料 
 第 2 章で得られた Ramalina conduplicans KY1401 を以下の実験に供した．KY1401 株は
全 RNA 抽出のために，炭素源にリビトールを添加した Czapek-Dox 培地 [3% ribitol, 0.2% 
NaNO3, 0.1% K2HPO4, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.05% KCl, 0.001% FeSO4·7H2O] を用い，200 rpm，
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19℃，3 ヶ月間振とう培養した． 
 
4.2.2 培養菌体からの全 RNA 抽出およびディジェネレート PCR 
 培養菌体からの全 RNA 抽出は，RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen, Tokyo, Japan）を使用し，
キットのプロトコルに従った．抽出液の濃度および A260/A280 比の測定には吸光度計，
NanoDrop Lite Spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific 社製）を用いた．20 µL の逆転写
反応液：4 µL 2.5 mM dNTP Mixture (TaKaRa Bio), 1 µL Oligo(dT)15 Primer (Promega, Madison, 
WI, USA), 全 RNA (1 µg), 4 µL 5× first-strand buffer, 1 µL 100 mM dithiothreitol, 1 µL 
SuperScript™ III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and RNase Inhibitor (Toyobo, Osaka, Japan)を
作製し，加熱反応：25℃，5 分間；55℃，60 分間；70℃，15 分間の処理により，一本鎖 cDNA
を合成した．ディジェネレートプライマーはポリオール輸送能力を持つ，Debaryomyces 
hansenii（Dh）の Syl1 および Syl2 と Ambrosiozyma monospora（Am）の Lat2 を基にそれぞ
れ作成した．AmLat2 からのディジェネレートプライマー作製には，他の地衣化子嚢菌類が
持つ AmLat2 と類似性の高い配列も利用した．本実験で作成した全てのプライマーおよび
その位置関係は，Fig. 4.1 に示した．ディジェネレート PCR 反応液（100 µL 当たり）：10 
µL 10× Ex Taq Buffer (Mg2+ plus), 8 µL 2.5 mM dNTP mixture, 0.5 µL 5U µL−1 TaKaRa Ex Taq HS 
(TaKaRa Bio), 4 µL 50 µM each primer, 2 µL cDNA および滅菌蒸留水を作製し，TaKaRa Ex 
Taq HS のプロトコルに従って，加熱処理した．一回目のディジェネレート PCR 産物を 50
から 100 倍に蒸留水で希釈したものを鋳型として，nested PCR を行った．PCR 産物はアガ
ロースゲル電気泳動により確認した．PCR 産物 5 µL と 6×Loading Buffer 1 µL をパラフィ
ルム上で混合し，アガロース 1%ゲルのホールドに滴下した．100 V の定電圧で 30 分間泳
動した後，0.5 mg L-1 エチジウムブロマイド溶液中で 30 分間振とう染色を行い，トランス
イルミネーターを用いて UV 照射しバンドを確認した．クローニングおよびシーケンシン
グは第 2 章 2.2.4 に準じて行った．  
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4.2.3 Rapid amplification of cDNA ends（RACE） 
 3’末端の未知配列を得るため，全 RNA を鋳型として，cDNA cloning primer：GGC CAC 
GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT TV（Integrated DNA Technologies）を用い
て，逆転写反応を行った．PCR 反応液（100 µL 当たり）：10 µL 10× Ex Taq Buffer (Mg2+ plus), 
8 µL 2.5 mM dNTP mixture, 0.5 µL 5U µL−1 TaKaRa Ex Taq HS (TaKaRa Bio), 2 µL 10 µM primer
（片側のプライマーは 3’ RACE PCR：GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC（Integrated DNA 
Technologies, Coralville, IA, USA）），2 µL 一本鎖 cDNA および蒸留水を作製し，TaKaRa Ex 
Taq HS のプロトコルに従って，加熱処理した．一回目の PCR 産物を 50 から 100 倍に蒸留
水で希釈したものを鋳型として，nested PCR を行った．PCR 産物はアガロースゲル電気泳
動により確認した．5’末端の未知配列を得るため，5’末端がリン酸化された特異的プライ
マーを用いて逆転写反応を行った．反応液を T4 RNA ligase（New England Biolabs, Tokyo, 
Japan）によって処理した．ライゲーション反応液を鋳型とし，PCR および nested PCR を
行った．得られた PCR 産物を第 2 章 2.2.4 に準じて処理し，塩基配列を得た．GENETYX 
ver. 12.（Genetyx Corporation, Tokyo, Japan）を利用し，得られた塩基配列からアミノ酸配列
を推定した．子嚢菌酵母のポリオール輸送体および R. conduplicans KY1401 株から得られ
た 推 定 ポ リ オ ー ル 輸 送 体 ア ミ ノ 酸 配 列 は ， EMBOSS Needle （ URL: 
https://www.ebi.ac.uk/services）を利用したグローバルアライメントにより比較した． 
 
4.2.4 アミノ酸配列の取得 
 ポリオールまたは単糖の輸送活性が明らかとなっている子嚢菌類における輸送体のア
ミノ酸配列を GenBank（URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）より取得した．分子系
統樹の作製には遺伝子がオルソログであることが前提となっているため，子嚢菌酵母のポ
リオール輸送体である Saccharomyces cerevisiae（Sc）の Hxt15，DhSyl1 および AmLat2 とそ
れらを含むポリオールまたは単糖輸送体との間で類似性を算出した．類似性の産出には
EMBOSS Needle のグローバルアライメントを利用し，ScHxt15，DhSyl1 および AmLat2 の
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いずれかと一つでも類似性が 30%未満の遺伝子については，分子系統解析から除外した．
それぞれの輸送体タンパク質が輸送するポリオールまたは単糖の種類について，Table 4.1
に示した．次に，NCBI（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）の Position-Specific Iterated-
BLAST （ PSI-BLAST ） 検 索 によ り，Taphrinomycotina およ び Pezizomycotina の 6 綱
（Dothideomycetes，Eurotiomycetes，Leotiomycetes，Orbiliomycetes，Pezizomycetes および
Sordariomycetes）のそれぞれから ScHxt15，DhSyl1，DhSyl2 および AmLat2 と最も類似性の
高いアミノ酸配列をそれぞれ選抜した（Table 4.2）．また，MycoCosm, a fungal genomics 
resource（URL: https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf; Grigoriev et al. 2011, 2014）
の BLASTP 検 索 に よ り Xylonomycetes と 地 衣 化 子 嚢 菌 類 の Sclerophora sanguinea
（Coniocybomycetes）， Trypethelium eluteriae（Dothideomycetes）および Endocarpon pusillum
（Eurotiomycetes）のそれぞれからも同様に ScHxt15，DhSyl1，DhSyl2 および AmLat2 と最
も類似性の高いアミノ酸配列をそれぞれ選抜した．Lasallia pustulata（Lecanoromycetes, 
GenBank accession no. GCA_900169345.1）および第 3 章において取得した R. conduplicans 
KY1401 のゲノムから Augustus ver. 3.3.2（http://augustus.gobics.de/）プログラムによって改
めて遺伝子予測を行い，local BLASTP ver. 2.7.1+プログラムで DhSyl1 および AmLat2 と類
似する複数のアミノ酸配列を選抜した．同様に Lecanoromycetes に属する地衣類である
Cladonia grayi，Lobria pulmonaria，Usnea florida および Xanthoria parietina からも複数のポ
リオール輸送体候補を MycoCosm の BLASTP 検索により選抜した．これらポリオール輸
送体の選抜に利用した地衣化子嚢菌類は全てポリオールを放出することが知られている
緑藻を共生藻としている．選抜したポリオール輸送体候補のアミノ酸配列は，InterProScan
（URL: https://www.ebi.ac.uk/interpro/）によるタンパク質ドメインの確認や MEMSAT3 およ
び MEMSAT-SVM（URL: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?memsatsvm=1, Jones 2007, Nugent 
and Jones 2009）による膜貫通領域の推定を行った（Table 4.2）．AmLat1 はポリオールの輸
送活性が低い上，非飽和性輸送を示したため（Londesborough et al. 2014），また ScHxt11，
13，16 および 17 は ScHxt15 とアミノ酸配列がほとんど一致しているため（Jordan et al. 
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2016），BLAST のクエリとしては用いなかった． 
 
4.2.5 アライメントおよび系統解析 
 前節で得た 143 のアミノ酸配列を用い，MEGA ver. 7（Kumar et al. 2016）に実装されて
いる MUSCLE によりアライメントした．保存性の低い配列は，phylogeny.fr（URL: 
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi; Dereeper et al. 2008）の Gblocks 0.91b（Castresana 
2000）で除去した．系統解析に用いた最終的なアライメントは TreeBASE に登録した
（Accession URL: http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:S23762）．得られたアライ
メントから MEGA を用い，最尤法（maximum-likelihood (ML) method）によるアミノ酸置換
モデルを選択した．選択された LG（Le and Gascuel 2008）+F（empirical frequencies）+G
（discrete Gamma distribution）（Yang 1994）＋I（a proportion of invariant sites）モデルを用い，
最尤法による系統解析を raxmlGUI ver. 1.31（Silvestro and Michalak 2012）で行い，また tree-
bisection-regrafting algorithm（Nei and Kumar 2000）を用いた最大節約法（maximum-parsimony 
method）でも系統解析を行った．また，分岐の信頼性を評価するために，それぞれの系統
解析においてブートストラップテストを 1000 回行った． 
 
4.2.6 各ゲノムにおけるポリオール輸送体タンパク質の数 
 MycoCosm に登録されている 470 のゲノムセットと 2 種の地衣化子嚢菌類（R. 
conduplicans 並びに L. pustulata）を用い，既報のポリオール輸送体である AmLat2 および
DhSyl1 と類似するタンパク質数をそれぞれのゲノムにおいて求めた．これらのポリオール
輸送体と類似するタンパク質とする基準は，BLOSUM（BLOcks SUbstitution Matrix）62 
matrix（Henikoff and Henikoff 1992）に基づいて算出された値が 1,000 以上の場合とした．
DhSyl1 と DhSyl2 は共にポリオール輸送体であるが，タンパク質類似性が 90%であり
（Pereira et al. 2014），予備試験による計算でほぼ同様の結果を示したため，DhSyl1 のみ使
用した． 
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4.3 結果および考察 
4.3.1 ポリオール輸送体遺伝子候補の解析 
 ディジェネレート PCR および RACE 法によって KY1401 株から単離したポリオール輸
送体遺伝子候補は，それぞれ Ramalina conduplicans（Rc）Syl1（accession number: LC375944）
および RcLat2（accession number: LC375945）とした．これらのアミノ酸配列と，ディジェ
ネレートプライマーの作製に用いた子嚢菌酵母のポリオール輸送体アミノ酸配列とのア
ライメントを Fig 4.2 および Fig. 4.3，類似性を Table 4.3 に示した．全てにおいて 60%強の
類似性があった．また，KY1401 株のゲノムからは RcSyl1 および RcLat2 を含む 8 個のポ
リオール輸送体候補を選抜した（Table 4.2）．さらに Taphrinomycotina および地衣化子嚢菌
類を含む Pezizomycotina から選抜した 83 個のポリオール輸送体候補は，全て sugar/inositol 
transporter (IPR003663) protein family に属し，10ʷ12 個の膜貫通領域を持つと推定された．
既報の単糖またはポリオール輸送体の膜貫通領域は多くが 10ʷ12 個であるため，選抜し
たポリオール輸送体候補は典型的な膜貫通領域数を持つと考えられた．しかしながら，ア
ミノ酸配列⾧には，508 から 2,207 の幅があった（Table 4.2）．これは，保存性の低い C 末
端または N 末端や膜貫通領域 6 と 7 個目の間でみられる親水性アミノ酸残基からなる領
域の⾧さが異なることによると考えられる．また選抜された候補は，“putative polyol 
transporter 1”とアノテーションされていた Neolecta irregularis（OLL27129.1）を除き，推定
単糖輸送体や推定タンパク質のアノテーションされていた． 
 
4.3.2 子嚢菌類におけるポリオール輸送体遺伝子の分子系統学的解析 
 12 個のポリオール輸送体，43 個の単糖輸送体，5 個のイノシトール輸送体（Table 4.1）
および 83 個のポリオール輸送体候補（Table 4.2）を用いた最尤法による分子系統樹を Fig. 
4.4 に示した．分子系統樹では，子嚢菌酵母に由来するポリオール輸送体と様々な子嚢菌に
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由来するポリオール輸送体遺伝子候補からなる，最尤法および最大節約法によって高く支
持された 3 つのクレードが存在した．このクレードには単糖輸送体は含まれなかったが，
ポリオール輸送体クレード III は単糖輸送体のクレードと姉妹系統を成した．また，
Ambrosiozyma monospora（Am）の Lat1 や Saccharomyces cerevisiae（Sc）の Hxt11 などポリ
オールと単糖の両方を輸送するタンパク質も 3 つのポリオール輸送体クレードには含まれ
なかった．このことは，輸送される物質が数アミノ酸の違いに依るものであることを示唆
する．ポリオール輸送体クレード II はグリセロール輸送体（ScSTL1, Debaryomyces hansenii
（Dh）の Stl1 および Candida albicans の STL1）と姉妹系統を成し，これは数個のアミノ酸
の置換によって輸送されるポリオールの種類も変化することを示唆する．S. cerevisiae のポ
リオール輸送体は同種の単糖輸送体と姉妹系統となっていた．また ScHxt15 をクエリとし
て選抜した他の子嚢菌類のポリオール輸送体候補は，S. cerevisiae のポリオール輸送体が形
成するクレードには属さなかった．このことから，Hxt ファミリーは S. cerevisiae で主に進
化した遺伝子であると考えられる． 
 Fig. 4.4 で示したポリオール輸送体クレード II および III は全ての 3 亜門かつチャワンタ
ケ亜門の 8 または 9 綱から選抜されたポリオール輸送体候補を含んだ（Fig. 4.5A および
B）．すなわち，DhSyl1，DhSyl2 および AmLat2 に類似するタンパク質は地衣化現象に関係
なく子嚢菌類に広く保存されていることが分かった．これにより，複数のポリオール輸送
体が子嚢菌類の共通祖先種で既に保持され，これらのクレードに属す遺伝子は共通祖先種
に由来するアウトパラログである可能性が考えられる．また，クレード II および III で示
された子嚢菌類におけるポリオール輸送体の高い保存性は，地衣化現象への過程を助け，
地衣化現象の必要条件となっていた可能性も示す．つまり，ポリオール輸送体を保持して
いたことで，緑藻由来の炭素源を利用することができ，地衣化現象が子嚢菌類で何度も起
こり得たのではないかと思われる．また本研究において，Saccharomycotina に属する子嚢
菌酵母のポリオール輸送体から作製したディジェネレートプライマーは，異なる亜門に属
する R. conduplicans において適用できたことから，幅広い子嚢菌類において適用できると
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考えられる． 
 
4.3.3 ポリオール輸送体タンパク質数の比較 
系統解析において，Lecanoromycetes に属する地衣化子嚢菌類のゲノムからは，DhSyl1 お
よび AmLat2 に類似するタンパク質を複数選抜して用いた（Table 4.2）．その結果，各種の
ゲノムから選ばれた，おおよそ 1,000 以上の BLOSUM-62 matrix スコアを持つ複数のタン
パク質が Fig. 4.4 におけるポリオール輸送体クレード II および III にそれぞれ属した（ポリ
オール輸送体クレード II および III の詳 細は Fig. 4.5A および B）．これにより
Lecanoromycetes に属する地衣化子嚢菌類のゲノムは，DhSyl1 および AmLat2 に類似するタ
ン パ ク 質 を そ れ ぞ れ 複 数 持 つ こ と が 分 か っ た ． こ の 結 果 を 受 け ， こ の 現 象 が
Lecanoromycetes に特有のものであるかどうかを明らかにするため，Saccharomycotina に属
する 45 種 46 株，Taphrinomycotina に属する 9 種および Pezizomycotina に属する 417 種の
ゲノム情報を用い，各ゲノムにおけるポリオール輸送体タンパク質の候補数を求めた（Fig. 
4.6）．DhSyl1 に類似するタンパク質数は各子嚢菌においては，0 から 11 個まで存在した
が，多くが 6 個以下であり，地衣化子嚢菌類についても 2 から 6 個であった．しかしなが
ら，AmLat2 に類似するタンパク質数は最大で 3 個であり，87.5%の種が 0 または 1 個であ
った．AmLat2 に類似するタンパク質を一個しか持たない種には，地衣化子嚢菌類である
Endocarpon pusillum （ Eurotiomycetes ）， Sclerophora sanguinea （ Coniocybomycetes ），
Trypethelium eluteriae（Dothideomycetes）および L. pustulata（Lecanoromycetes）が含まれた．
一方，残りの Lecanoromycetes に属する地衣化子嚢菌類 5 種のゲノムからは 2 個または 3
個の AmLat2 に類似するタンパク質が見つかった．Wang et al.（2014）は Endocarpon pusillum
でグルコースやフルクトースなどの多くの糖輸送体遺伝子が減少していることを報告し
ていたが，今回，Lecanoromycetes に属するほとんどの地衣化子嚢菌類では，少なくとも一
つのポリオール輸送体において特異的に遺伝子が増加していることが示された．ポリオー
ルは活性酸素種の除去（Parida and Das 2005）や適合溶質として機能すること（Wegmann 
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1986, Reed et al. 1987）から，子嚢菌類がポリオール輸送体候補を保持していることは理解
できる．しかしながら地衣化子嚢菌類ではポリオールを主要な炭素源として利用しており
（Lines et al. 1989），それゆえ，ポリオール輸送体のより安定的な保持を必要としていると
考えられる．特に Lecanoromycetes は最も⾧い緑藻との共生期間を経ていることもポリオ
ール輸送体の増加に関わっているのかもしれない．遺伝子重複に由来する複数のタンパク
質には，機能の多様化や効率的な転写などが期待できる．したがって，Lecanoromycetes に
属する地衣化子嚢菌類では，AmLat2 に類似するタンパク質を拡大させることで，緑藻から
の特異的なポリオールを効率的に利用している可能性が考えられる． 
なお，本章は Yoshino et al.（2019）に報告した． 
 
4.4 要約 
 緑藻との共生に必須と考えられるポリオール輸送体について，近年明らかになった子嚢
菌酵母のポリオール輸送体を基に，子嚢菌類全体におけるポリオール輸送体の保存性と地
衣化現象との関連性を調べた．ポリオール輸送体は単糖輸送体のパラログであるが，系統
解析で別のクレードを形成し，単糖輸送体と区別できることが分かった．このポリオール
輸送体のクレードには子嚢菌類から幅広く選抜されたポリオール輸送体候補が含まれ，地
衣化するしないに関わらず子嚢菌類にはポリオール輸送体が高く保存されていることが
示唆された．一方で，Lecanoromycetes に属する地衣化子嚢菌類の多くはリビトールおよび
L-アラビトールの輸送能力を持つ Ambrosiozyma monospora の Lat2 に類似するタンパク質
を特異的に複数保持している可能性が示され，ポリオールの効率的利用や緑藻との共生関
係の強化に役立っているのではないかと考えられる． 
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Table 4.1 Characterized polyol and monosaccharide transporters used for the phylogenetic analysis 
Species 
Protein 
name Transportable substancesa GenBank Reference 
Saccharomycotina 
    
Ambrosiozyma monospora Lat1 L-arabinose, ribitol, L-arabitol AAX98667.1 Verho et al. 2011, 
Londesborough et al. 2014 
 
Lat2 L-arabinose, ribitol, L-arabitol AAX98668.1 Verho et al. 2011, 
Londesborough et al. 2014 
Candida albicans Hgt1 glucose CAA76406.1 Varma et al. 2000 
 
STL1 glycerol CAY08065.1 Kayingo et al. 2009 
Candida intermedia GXF1 glucose, xylose CAI77652.1 Leandro et al. 2006 
 
GXS1 glucose, xylose CAI44932.1 Leandro et al. 2006 
Debaryomyces hansenii Sgl1 galactitol CAG88649.2 Pereira et al. 2014 
 
Stl1 glycerol CAG87598.2 Pereira et al. 2014 
 
Syi1 D-(+)-chiro-inositol CAG90290.2 Pereira et al. 2014 
 
Syl1 sorbitol, mannitol, ribitol, 
arabitol, galactitol 
CAR65543.1 Pereira et al. 2014 
 
Syl2 sorbitol, mannitol, ribitol, 
arabitol 
CAG86001.1 Pereira et al. 2014 
Kluyveromyces lactis Frt1 fructose CAC79614.1  Diezemann and Boles 2003 
 
Hgt1 glucose AAC49461.1 Billard et al. 1996 
 
Kht1 glucose P18631.1 Milkowski et al. 2001 
 
Kht2 glucose CAA87389.1 Milkowski et al. 2001 
 
Rag1 glucose CAA37781.1 Wésolowski-Louvel et al. 
1992 
Saccharomyces cerevisiae Gal2 galactose, glucose NP_013182.1 Nishizawa et al. 1995 
 
Hxt1 glucose, fructose NP_011962.1 Reifenberger et al. 1997 
 
Hxt2 glucose, fructose NP_013724.1 Kruckeberg and Bisson 
1990, Reifenberger et al. 
1997 
 
Hxt3 glucose, fructose NP_010632.1 Reifenberger et al. 1997 
 
Hxt4 glucose, fructose NP_011960.2 Reifenberger et al. 1997 
 
Hxt5 glucose, fructose, mannose NP_011964.1 Diderich et al. 2001 
 
Hxt6 glucose, fructose NP_010630.1 Reifenberger et al. 1997 
 
Hxt7 glucose, fructose NP_010629.3 Reifenberger et al. 1997 
 
Hxt11 glucose, fructose, mannose, 
galactose, xylose, xylitol 
NP_014486.1 Jordan et al. 2016 
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Hxt13 sorbitol, mannitol NP_010845.1 Jordan et al. 2016 
 
Hxt15 sorbitol, mannitol, xylitol NP_010036.1 Jordan et al. 2016 
 
Hxt16 sorbitol, mannitol NP_012692.3 Jordan et al. 2016 
 
Hxt17 sorbitol, mannitol NP_014470.1 Jordan et al. 2016 
 
ITR1 myo-inositol BAA14366.1 Nikawa et al. 1991 
 
ITR2 myo-inositol BAA14367.1 Nikawa et al. 1991 
 
STL1 glycerol AAA57229.1 Ferreira et al. 2005 
Saccharomyces pastorianus Fsy1 fructose CAC08232.1 Gonçalves et al. 2000 
Scheffersomyces stipitis Sut1 glucose, fructose, xylose AAD00266.1 Weierstall et al. 1999 
 
Sut2 glucose, xylose AAD02831.2 Weierstall et al. 1999 
 
Sut3 glucose, fructose, xylose, 
galactose 
AAD00269.2 Weierstall et al. 1999 
Torulaspora delbrueckii Lgt1 glucose, fructose AAT95983.1 Alves-Araújo et al. 2005 
Zygosaccharomyces rouxii Fsy1 fructose, xylitol, sorbose XP_002495678.1 Leandro et al. 2013 
Taphrinomycotina 
    
Schizosaccharomyces pombe Ght1 glucose, fructose NP_587747.1 Lichtenberg-Fraté et al. 
1997, Wood et al. 2002 
 
Ght2 glucose, fructose NP_596425.1 Heiland et al. 2000, Wood 
et al. 2002 
 
Ght3 gluconate NP_592790.1 Heiland et al. 2000, Wood 
et al. 2002 
 
Ght5 glucose, fructose NP_587740.1 Heiland et al. 2000, Wood 
et al. 2002 
 
Ght6 glucose, fructose NP_587739.1 Heiland et al. 2000, Wood 
et al. 2002 
 
Itr1 myo-inositol CAA67211.1 Niederberger et al. 1998 
 
Itr2 myo-inositol NP_593320.1 Niederberger et al. 1998 
Pezizomycotina 
    
Aspergillus nidulans MstA glucose CAC80843.1 Forment et al. 2014 
 
MstC glucose CAI54231.1 Forment et al. 2014 
 
XtrD xylose XP_657854.1 Colabardini et al. 2014 
Aspergillus niger MstA glucose, mannose, xylose AAL89822.1 Vankuyk et al. 2004 
Botrytis cinerea Frt1 fructose AAU87358.1 Doehlemann et al. 2005 
Colletotrichum graminicola Hxt1 glucose CBA11542.1 Lingner et al. 2011 
 
Hxt2 glucose CBA11543.1 Lingner et al. 2011 
 
Hxt3 glucose CBA11544.1 Lingner et al. 2011 
 
Hxt5 glucose CBA11546.2 Lingner et al. 2011 
Neurospora crassa LAT1 L-arabinose EAA30346.3 Li et al. 2015 
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Tuber borchii Hxt1 glucose, fructose, mannose AAY26391.1 Polidori et al. 2007 
Trichoderma harzianum Gtt1 glucose CAC81782.1 Delgado-Jarana et al. 2003 
Tuber melanosporum 2281 glucose, fructose KP718607.1 Ceccaroli et al. 2015 
 
Hxt1 glucose, fructose KF481921.1 Ceccaroli et al. 2015 
Thermothelomyces 
thermophila 
LAT1 L-arabinose AEO58453.1 Li et al. 2015 
aAcyclic polyols are shown in bold 
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Table 4.2 List of candidate polyol transporter proteins used for the phylogenetic analysis 
Species Query genesa 
Reference sequenceb  
(Gene IDc) 
Length  Transmembrane helices 
(amino 
acids) MEMSAT3 
MEMSAT-
SVM 
Pezizomycotina 
     
Coniocybomycetes 
     
Sclerophora sanguinea 
CBS100924 v1.0 
AmLat2 241678 562 11 12 
DhSyl1 & DhSyl2 136594 658 10 11 
ScHxt15 184654 538 10 12 
Dothideomycetes 
     
Diplodia corticola CBS 112549 ScHxt15 XP_020129849.1 571 12 11 
Diplodia seriata DS831 DhSyl1 KKY19172.1 653 11 11 
Glonium stellatum CBS 207.34 DhSyl2 OCL04378.1 637 10 11 
Pseudocercospora fijiensis 
CIRAD86 
AmLat2 XP_007930618.1 556 12 12 
Trypethelium eluteriae v1.0 AmLat2 440123 543 12 12 
 
DhSyl1 & DhSyl2 500005 623 10 11 
 
ScHxt15 128538 592 5 10 
Eurotiomycetes 
     
Aspergillus nomius NRRL 13137 AmLat2 XP_015407194.1 754 12 12 
Coccidioides immitis H538.4 DhSyl1 KMU91130.1 844 12 12 
Endocarpon pusillum Z07020 AmLat2 4708 579 11 12 
 
DhSyl1 & DhSyl2 1090 623 11 11 
 
ScHxt15 5810 524 12 12 
Penicillium nordicum DAOMC 
185683 
ScHxt15 KOS37549.1 563 12 11 
Uncinocarpus reesii 1704 DhSyl2 XP_002583310.1 649 10 11 
Lecanoromycetes 
     
Cladonia grayi Cgr/DA2myc/ss 
v2.0 
AmLat2 3543 578 11 11 
 
3537 584 11 12 
 
8535 575 11 12 
DhSyl1 & DhSyl2 2664 614 11 11 
  
4326 665 11 11 
  
1127 643 10 11 
  
7345 619 4 10 
 
ScHxt15 1746 599 12 11 
Lasallia pustulata v1  AmLat2 contig 338, gene position 
26576–28409 (g10505) 
573 11 12 
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contig 3496, gene position 
17264–19336 (g11659) 
620 9 12 
 
DhSyl1 & DhSyl2 contig 837, gene position 
52680–62564 (g3990) 
2207 NC NC 
  
contig 1791, gene position 
32590–34641 (g11434) 
655 10 11 
  
contig 3577, gene position 
7605–11916 (g6892) 
1125 11 10 
 
ScHxt15 SLM39237.1 548 11 11 
Lobaria pulmonaria Scotland 
reference genome 
AmLat2 1075510 562 12 12 
 
717725 573 11 12 
DhSyl1 & DhSyl2 1261078 645 10 11 
 
407424 648 11 11 
 
1270634 619 11 10 
 
638017 638 11 11 
ScHxt15 1267150 539 12 12 
Ramalina conduplicans KY1401 
(in this study) 
AmLat2 LC456214 (g3682) 574 11 12 
 
LC456215 (g4707) = 
LC375945 (Lat2) 
570 11 12 
 
LC456216 (g6856) 621 6 12 
DhSyl1 LC456217 (g806) = 
LC375944 (Syl1) 
645 11 11 
 
LC456218 (g3796) 669 11 10 
 
LC456219 (g8137) 635 11 11 
 
LC456220 (g6460) 909 11 12 
 
LC456221 (g1008) 1,583 NC NC 
Usnea florida ATCC18376 v1.0 AmLat2 817483 576 12 12 
  
877507 573 11 12 
 
DhSyl1 & DhSyl2 816522 643 11 11 
  
880758 613 11 11 
  
873497 642 10 11 
  
717331 649 11 11 
  
891961 621 6 10 
 
ScHxt15 815118 547 12 11 
Xanthoria parietina 46-1-SA22 
v1.1 
AmLat2 1618183 614 12 12 
 
1578916 559 11 12 
 
1234738 566 11 12 
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DhSyl1 & DhSyl2 1660360 674 10 10 
 
1645041 658 11 10 
 
1606405 654 11 10 
 
81021 627 11 11 
 
1572476 619 4 10 
 
1613179 608 11 11 
ScHxt15 1602355 531 12 12 
Leotiomycetes 
     
Glarea lozoyensis ATCC 20868 AmLat2 XP_008087870.1 552 11 12 
Oidiodendron maius Zn ScHxt15 KIN01525.1 567 11 11 
Phialocephala scopiformis CBS 
120377 
DhSyl1 & DhSyl2 XP_018072650.1 614 10 11 
Orbiliomycetes 
     
Arthrobotrys oligospora ATCC 
24927 
ScHxt15 XP_011123148.1 551 12 11 
Dactylellina haptotyla CBS 200.50 AmLat2 XP_011106430.1 555 12 12 
 
DhSyl1 & DhSyl2 XP_011106845.1 612 11 12 
Pezizomycetes 
     
Pyronema omphalodes CBS 
100304 
AmLat2 CCX06871.1 573 12 12 
DhSyl1 & DhSyl2 CCX32903.1 621 11 11 
ScHxt15 CCX04720.1 508 12 12 
Sordariomycetes 
     
Daldinia sp. EC12 ScHxt15 OTB11998.1 539 12 11 
Phaeoacremonium minimum 
UCRPA7 
AmLat2 XP_007914611.1 563 12 12 
Thermothelomyces thermophila 
ATCC 42464 
DhSyl1 & DhSyl2 XP_003667183.1 655 10 11 
Xylonomycetes 
     
Symbiotaphrina kochii v1.0 AmLat2 778756 540 12 12 
 
ScHxt15 658577 567 11 11 
Trinosporium guianense 
CBS132537 v1.0 
DhSyl1 589593 613 10 11 
Xylona heveae TC161 v1.0 DhSyl2 33643 656 10 11 
Taphrinomycotina 
     
Neolecta irregularis DAH-3 DhSyl1 & DhSyl2 OLL27129.1 623 9 11 
Saitoella complicata NRRL Y-
17804 
AmLat2 XP_019021487.1 520 12 12 
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Schizosaccharomyces japonicus 
yFS275 
ScHxt15 XP_002175189.1 539 12 11 
aAbbreviations: AmLat2 = Ambrosiozyma monospora’ Lat2, DhSyl1 & DhSyl2 = Debaryomyces hansenii’ Syl1 and Syl2, ScHxt15 = 
Saccharomyces cerevisiae’ Hxt15 
bGenBank accession number or MycoCosm Protein ID 
    
cConstructed by Augustus 
     
NC, not calculated 
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Table 4.3 Identity and similarity of candidate polyol transporter proteins isolated from 
Ramalina conduplicans KY1401 
Global Alignment* RcLat2×AmLat2 RcSyl1×DhSyl1 RcSyl1×DhSyl2 
Identity (%, bp) 46.1 (273 / 592) 47.5 (328 / 690) 46.9 (318 / 678) 
Similarity (%, bp) 62.7 (371 / 592) 61.3 (423 / 690) 60.9 (413 / 678) 
*Used program was needle ver. 6.6.0. Abbreviation: AmLat2 = Ambrosiozyma monospora’ 
L-arabinose transporters (Verho et al. 2011) which demonstrated the ability of transporting 
polyols including ribitol (Londesborough et al. 2014), DhSyl = Debaryomyces hansenii’ 
symporter polyols (Pereira et al. 2014). 
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Fig. 4.1 List of primers designed in this study for the degenerate PCR and RACE of RcSyl1 and 
RcLat2. (A) Primer positions in each cDNA sequence. (B) List of primer names and sequences. 
Abbreviations: Syl = symporter polyols (Pereira et al. 2014); Lat = L-arabinose transporters (Verho 
et al. 2011); GSP = Gene-specific primer; RACE = Rapid amplification of cDNA ends; P = 
phosphorylated. 
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Fig. 4.2 Alignment of RcSyl1, DhSyl1 and DhSyl2. Abbreviation: Rc = Ramalina conduplicans, Dh 
= Debaryomyces hansenii, Syl = Symporter Polyols (Pereira et al. 2014). 
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Fig 4.3 Alignment of RcLat2 and AmLat2. Abbreviation: Rc = Ramalina conduplicans, Am = 
Ambrosiozyma monospora, Lat2 = L-arabinose transporters (Verho et al. 2011) which demonstrated 
the ability of transporting polyols including ribitol (Londesborough et al. 2014). 
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Fig. 4.4 A phylogenetic tree resulting from a maximum-likelihood (ML) analysis based on amino 
acid sequences of polyol and monosaccharide transporters in Ascomycota. Bootstrap values 
calculated from 1,000 replications are shown near the nodes (≥ 50%, ML method/maximum-
parsimony (MP) method) when the values resulting from ML and/or MP methods are over 70. In 
addition, the nodes that supported by both ML and MP methods (> 70%) are depicted as thick lines. 
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In each branch, characterized proteins that demonstrated the capability to transport monosaccharides 
and/or polyols listed in Table 4.1 are colored as follows: blue for monosaccharide, red for acyclic 
polyol (5 or 6-carbon), violet for glycerol, and brown for inositol transporters. The transporters that 
transport both monosaccharides and acyclic polyols, are distributed in accordance with the substance 
they transport more efficiently. Lichen-forming fungi are shown in green characters. Characterized 
transporters and selected candidates of polyol transporters are denoted with species’ name, the 
protein’s name for characterized transporters, GenBank accession number or MycoCosm protein ID, 
and fungal class or subphylum. The following abbreviations were used: Coniocybomycetes, Co; 
Dothideomycetes, Do; Eurotiomycetes, Eu; Lecanoromycetes, Lec; Leotiomycetes, Leo; 
Orbiliomycetes, Or; Pezizomycetes, Pe; Sordariomycetes, So; Xylonomycetes, Xy; 
Taphrinomycotina, Ta; and Saccharomycotina, Sa. 
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Fig. 4.5 Partial details of the phylogenetic tree found in Fig. 4.4. (A) Polyol transporter clade II 
constructed with Ambrosiozyma monospora’ Lat2 and similar proteins. (B) Polyol transporter clade 
III constructed with Debaryomyces hansenii’ Syl1, D. hansenii’ Syl2, and similar proteins. Bootstrap 
values are shown near the nodes (≥ 50%, maximum-likelihood (ML) method/maximum-parsimony 
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(MP) method) when the values resulting from ML and/or MP methods are over 70. In addition, the 
nodes that supported by both ML and MP methods (> 70%) are shown thick internal branches. 
Characterized acyclic polyol (5 or 6-carbon) transporters are shown in red characters. Lichen-
forming fungi are shown in green characters. Each branch contains the species’ name, the protein’s 
name for characterized transporters, gene ID constructed by Augustus for Ramalina conduplicans 
and Lasallia pustulata, GenBank accession number or MycoCosm protein ID, and fungal class or 
subphylum. The proteins selected from the genome of Ramalina conduplicans are indicated by 
arrows and the BLOSUM-62 matrix scores are included. The following abbreviations were used: 
Coniocybomycetes, Co; Dothideomycetes, Do; Eurotiomycetes, Eu; Lecanoromycetes, Lec; 
Leotiomycetes, Leo; Orbiliomycetes, Or; Pezizomycetes, Pe; Sordariomycetes, So; Xylonomycetes, 
Xy; Taphrinomycotina, Ta; and Saccharomycotina, Sa. 
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Fig. 4.6 Numbers of proteins similar to polyol transporters Ambrosiozyma monospora’ Lat2 and 
Debaryomyces hansenii’ Syl1 among 472 genome sets. Black circles include lichen-forming species 
belonging to Lecanoromycetes. White circles include other class of lichen-forming and non-
lichenized fungi. 
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第 5 章 地衣類を構成する子嚢菌類におけるポリオールの資化性 
5.1 目的 
 地衣体を主に構成する共生菌は，共生藻に対して光合成や生育に最適な環境を提供して
いる．すなわち，光量の調節，極度な乾燥や湿潤条件への適応，および紫外線耐性の強化
などにより，地衣体内部の共生藻を保護している（Honegger 2012）．それに対して，地衣化
する緑藻は特定のポリオールを，地衣化するシアノバクテリアはグルコースをそれぞれ光
合成により生産し，共生時にはそれらを細胞外へ放出する（Smith 1968, Richardson et al. 
1968）．地衣化する緑藻が合成するポリオールは属によって決まっており，代表的な
Trebouxia 属ではリビトールを生産・放出している（Bednar and Smith 1966, Richardson and 
Smith 1968b）．共生菌はそれらの光合成産物を基に，マンニトールやアラビトールを合成
する（Drew and Smith 1967, Richardson and Smith 1968a）．Chapman et al.（1994）は南極にお
ける地衣類，藻類および蘚類のポリオール（リビトール，ソルビトール，マンニトールお
よびアラビトール）と糖類（グルコース，フルクトースおよびスクロース）について調べ，
乾燥重 1 g 当たりのポリオール（リビトール，マンニトールおよびアラビトール）の総量
が地衣類では 11ʷ65 mg で糖類の総量の 3.8ʷ42.5 倍であったのに対し，藻類および蘚類
ではポリオールがほとんど検出されなかったことを報告している．この他にも，ポリオー
ルが地衣類の主要な可溶性炭水化物であることが多く報告されている（Lewis and Smith 
1967, Roser et al. 1992, da Silva et al. 1993, Gaio-Oliveira et al. 2005）． 
地衣体内で保護され生活する共生藻のように，地衣体内には様々な非地衣化真菌類が存
在する．これら地衣体に潜む真菌類は総称して lichen-inhabiting fungi（Muggia and Grube 2018）
や endolichenic fungi（Honegger 2012）と呼ばれる．特に endolichenic fungi は，地衣体に病
徴を示さず，貧栄養である地衣体で生育する内生菌と定義されている（Honegger 2012）．
このような地衣体に潜む真菌類を本研究では地衣内生菌と呼ぶ．これまで地衣内生菌は，
分離培養（Li et al. 2007，Arnold et al. 2009，U’Ren et al. 2010，Suryanarayanan et al. 2017，
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Lagarde et al. 2018），次世代シーケンサー（U’Ren et al. 2014，Zhang et al. 2015，Wang et al. 
2016，Fernández-Mendoza et al. 2017），走査電子顕微鏡や蛍光顕微鏡（Fluorescence in situ 
hybridization: FISH など）による可視化技術（Honegger et al. 2013，Spribille et al. 2016）な
どを用いた研究によって調べられてきた．しかしながら，地衣体内で内生菌がどのように
栄養を獲得しているかなどはほとんど明らかにされていない．例えば，Sordariomycetes に
属す Xylariaceae は，地衣類（Suryanarayanan et al. 2017，Lagarde et al. 2018）や陸上植物
（Davis et al. 2003，Osono et al. 2013）から分離される内生菌としてよく知られているが，
宿主体内における栄養摂取様式や宿主に対する明らかな影響は知られていない．真菌類は
単糖類，二糖類からセルロースやデンプンなどの多糖類，さらに植物を木化させるフェノ
ール性高分子化合物であるリグニンなど，幅広い物質を炭素源とすることができ，腐生，
殺生，共生といった栄養摂取様式を持つ．したがって，炭素源などの代謝能力を明らかに
することは，真菌類の生理や生態を知る上で重要である．しかしながら，地衣体における
主要な炭素源であるポリオールについて，地衣内生菌による資化性は分かっていない． 
Ramalina 属は世界中に分布し（Kirk et al. 2008），リビトールを放出する緑藻である
Trebouxia 属を共生藻とする．Komiya and Shibata（1971）によると，R. crassa および R. 
subbreviuscula は共生藻由来のリビトールと共生菌由来のアラビトールおよびマンニトー
ルを保持していた．またこれまでに，地衣体表面を殺菌処理した Ramalina spp.から様々な
真菌類が分離されている（Li et al. 2007，used R. sinensis；Suryanarayanan et al. 2017，used R. 
conduplicans；Lagarde et al. 2018，used R. fastigiate）．Flavoparmelia caperata（キウメノキゴ
ケ）も世界中に分布し（Kirk et al. 2008），様々な国で主要な地衣類に位置付けられ（Søchting 
2004, Godinho et al. 2008, Tretiach et al. 2012），Ramalina 属と同様に Trebouxia 属を共生藻と
する（e. g. Beck et al. 1998）．これらの地衣類に対し，Peltigera degenii（ウスツメゴケ）は
グルコースを放出するシアノバクテリア（Nostoc 属）を共生藻とする．シアノバクテリア
を共生藻とする地衣類においても同様に共生菌によるマンニトールの貯蔵が知られてい
る．例えば，Nostoc 属を共生藻とする他の Peltigera 属；P. polydactyla（current name：P. 
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polydactylon），P. horizontalis および P. canina var. praetextata（current name：P. praetextata）
から主要な可溶性炭水化物としてマンニトールが検出されている（Smith 1961，Smith 1963，
Smith 1968，Tysiaczny and Kershaw 1979，Eisenreich et al. 2011）．地衣体における光合成産
物が共生藻によって変わることから，地衣内生菌のポリオールの資化能力についても違い
が見られる可能性がある．また第 2 章において，地衣化子嚢菌 Ramalina conduplicans はス
クロースよりもリビトールを炭素源とした場合により高い生⾧率を示した．以上を踏まえ，
本章では Trebouxia 属を共生藻とする Ramalina spp.および F. caperata，さらに Nostoc 属を
共生藻とする P. degenii から地衣内生菌を分離し，それらのポリオール（リビトールおよ
びマンニトール）の資化性について試験し，共生菌と同様に地衣内生菌についてもポリオ
ールの資化性を有しているかどうかを明らかにすることを目的とした． 
 
5.2 材料および方法 
5.2.1 試料の採集，形態観察および化学成分分析による種同定 
外部形態に病徴を示さない Ramalina 属 3 個体（Table 5.1 および Fig. 5.1）を⾧野県の小
黒川渓谷付近（Nagano, Japan, 35°49’N 137°52’E）にて 2018 年 5 月 26 日に採集した．採集
した地衣体は外部形態および化学成分を調べた．化学成分の検出は薄層クロマトグラフィ
ーにより行い，Culberson and Kristinsson（1970），Culberson（1972）および Culberson and 
Johnson（1976, 1982）で確立された方法に従い，展開溶媒 A（ヘキサン：ジオキサン：酢
酸＝180：45：5）および B’（ヘキサン：メチル tert-ブチルエーテル：ギ酸＝140：72：18）
を用いた．これらの結果を基に，Sakata et al.（submitted）に従い，種を同定した．全ての
実験が終了した後，標本は乾燥させ，千葉県立中央博物館に寄贈した． 
 
5.2.2 菌類の分離培養 
 採集した地衣類は紙袋に個体ごと入れ，さらにポリ袋に入れ持ち帰り，4℃の冷蔵庫内で
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保存し，1 週間以内に以下の処理を行った．地衣体の滅菌処理方法および地衣内生菌の分
離方法は U’Ren et al.（2012）に記載された方法に一部変更を加えた．実体顕微鏡下でピン
セットを用い，地衣体外部の付着物を丁寧に取り除いた．さらに流水でよく洗浄した後，
地衣体緑黄色部分から約 0.5 cm の断片を複数得た．地衣体断片は順に 95%エタノール溶液
に 30 秒，0.5%次亜塩素酸ナトリウム溶液に 1 分または 2 分間，70%エタノール溶液に 2 分
間浸漬させ，それぞれの過程でボルテックスを用いてよく撹拌することで表面を殺菌した．
ガラスシャーレ内にろ紙を敷き乾熱滅菌したものを用意し，送風状態のクリーンベンチ内
で，ろ紙上に滅菌処理を施した地衣体断片を置き，一晩風乾させた．地衣体断片はさらに
約 2.5 cm に切断し，2 種類の富栄養培地に静置し，暗条件，25℃で 2 ヶ月間培養した．富
栄養培地は麦芽エキス寒天培地（MA 培地, 2%麦芽エキスおよび 2%寒天）と麦芽・酵母エ
キス寒天培地（MYA 培地，2%麦芽エキス，0.2%酵母エキスおよび 2%寒天）を使用した．
麦芽エキス，酵母エキスおよび寒天は全て Becton, Dickinson and Company 社製のものを使
用した．地衣体断片から発生した真菌類をその都度植え継ぎ，菌株を確立した． 
 
5.2.3 菌類の分子同定 
 Izumitsu et al.（2012）に方法に従い，確立した全ての菌株からゲノム DNA を抽出した．
一部，上記の方法で PCR 増幅ができなかった菌株および採集した地衣体から，CTAB 法に
よりゲノム DNA を抽出した．抽出したゲノム DNA 溶液は，核リボソーム DNA（nrDNA）
内の内部転写領域（internal transcribed spacer (ITS) regions）および 5.8S nrDNA の増幅する
ための鋳型に用いた．PCR 反応液（100 µL 当たり）：10 µL 10× PCR Buffer for KOD -Plus-，
10 µL 2mM dNTPs，4 µL 25mM MgSO4，2 µL 1U μL-1 KOD-Plus- (Toyobo 社製)，3 µL 10 µM 
each primer, 1ʷ4 µL ゲノム DNA 溶液および滅菌蒸留水を作製し，KOD-Plus-のプロトコル
に従って，加熱処理した．真菌類に対するプライマーとして ITS5 および ITS4（White et al. 
1990）を，共生藻に対するプライマーとして ITS1T および ITS4T（Kroken and Taylor 2000）
をそれぞれ用いた．PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により確認した．単一のバンドを
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確認した後，PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction kit（Nippon Genetics, Tokyo, Japan）で
精製した．精製産物を鋳型として，10 µL のサイクルシーケンス反応液：0.5 µL Ready 
Reaction Mix (Big Dye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit: Applied Biosystems, Foster, CA, 
USA), 1.0 µL Big Dye sequencing buffer, 1.0 µL of 1.6-µM each primer，10ʷ20 ng Template お
よび蒸留水を作製し，加熱処理：96℃，1 分間の後，96℃，10 秒間；50℃，5 秒間；60℃，
4 分間のサイクルを 25 回繰り返した．エタノール沈殿により反応液から不要なプライマー
等を除去し，3130xl Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシーケンシングを行った．得
られた波⾧および塩基配列は BioEdit ver. 7.2.5（Hall, 1999）および GENETYX ver. 12.
（Genetyx Corporation, Tokyo, Japan）で編集した．nrITS の塩基配列の類似性が 97%以上を
基準とした操作的分類単位（OTU）を定め，塩基配列を取得した全ての菌株を分類した．
各 OTU から一株選び，GenBank に登録されたタイプ標本または学術論文で系統解析また
は形態観察により同定された標本またはその菌株から得られた塩基配列により，分類学的
所属を推測した．現在の学名については，MycoBank（http://www.mycobank.org/）および Index 
Fungorum（http://www.indexfungorum.org/）において確認した．以降の実験に供した菌株の
一部は NITE バイオテクノロジーセンター（NBRC）へ寄託した． 
 
5.2.4 ポリオールの資化性 
 Ramalina spp.の内生菌で異なる OTU に分類された 18 菌株と Masumoto and Degawa（in 
prep.）において Flavoparmelia caperata および Peltigera degenii から分離された内生菌各 6
菌株の計 30 株を，以下のポリオール資化性試験に供した．菌株はそれぞれの生育速度に
よって 17ʷ38 日間，MYA 培地で前培養した．本培養には一部改変した Lilly and Barnett’s 
medium（LB 培地，Lilly and Barnett 1951）を用いた．培地は炭素源の違いにより４試験区
設けた．すなわち，単一の炭素源としてグルコール（ポジティブコントロール），リビトー
ル，マンニトールをそれぞれ添加する区と炭素源を添加しない区を設定した．培地組成に
ついては Table 5.2 に示した．作製した寒天培地の表面には滅菌したセルロース膜を密着さ
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せた．オートクレーブ滅菌処理した直径 6 mm のストローを用い，前培養した菌株コロニ
ーの縁から寒天培地ごと菌体をくり抜き，それぞれの炭素源を含んだ LB 培地プレート（90 
mm シャーレを使用）のセルロース膜上の中央に各 3 反復で接種した．菌株は暗条件，25℃
で，2ʷ8 週間培養した．1 週間ごとに摂取した寒天片の縁から最大および最小を含む菌糸
⾧を 10 ヶ所測定した．また培養後はプレートの写真を撮り，セロファン膜ごと菌体を回
収し，70℃で 24 時間乾燥させ，セロファン膜ごと乾重量を測定した．ストローでくり抜い
た寒天片とセルロース膜の乾重量は 0.1575 ± 0.0002 g（n = 5）であり，寒天片とセルロー
ス膜による乾重量のばらつきがほとんどないことを確認し，全ての乾重量から 0.1575 g を
差し引いて菌体乾重量とし，Fig. 5.3 に示した．菌体乾重量を基に Tukey-Kramer 法（p < 
0.05）による多重比較検定を行い，炭素源を添加しない区に対して有意差がある区の炭素
源を資化したと判断した． 
 
5.3 結果 
5.3.1 標本の同定 
 外部形態および化学成分によって， 3 個体の Ramalina 属の種を以下の通り同定した：
Ramalina conduplicans Vain.（sample ID: 18052607），地衣体は約 3 cm，扁平であり，擬盃点
があり，穿孔はなく，地衣体内部は中実でいくつかの子器を持っていた，化学成分は
salazinic acid，homosekikaic acid，usnic acid および sekikaic acid と推定された；R. dilacerata 
（Hoffm.）Vain.（sample ID: 18052604），地衣体は約 3 cm，扁平よりは円筒状であり，擬盃
点はなく，穿孔は地衣体全体の分岐根元にあり，内部菌糸はクモの巣状で多くの子器を持
っていた，化学成分は usnic acid および sekikaic acid と推定された；R. dilacerata （Hoffm.）
Vain.（sample ID: 18052612），地衣体は約 2.5 cm，扁平よりは円筒状であり，擬盃点はなく，
穿孔は一部にあり，内部菌糸はクモの巣状で非常に多くの子器を持っていた，化学成分は
usnic acid および sekikaic acid と推定された．3 個体全ての地衣体から共生菌および共生藻
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の nrITS 塩基配列を取得し，GenBank に登録した（Table 5.1）． 3 個体の地衣体から得られ
た共生藻の nrITS 塩基配列を BLAST 検索した結果，上位 100 の配列は全て Trebouxia 属で
あり，最大の類似性は 99―100%であったため，本実験に供した Ramalina spp.の共生藻は
全て Trebouxia 属であると同定した． 
 
5.3.2 地衣類を構成する真菌類の群集構造 
 3 個体の Ramalina 属からの真菌類の出現頻度および OTU 数について Table 5.3 に示し
た．地衣体 No. 18052604，No. 18052607 および No. 18052612 からは，それぞれ 20，16 お
よび 37 菌株が得られた．多くの真菌類が培養 2 週間以内に出現した．真菌類の出現頻度
は MA 培地で 0ʷ30%，MYA 培地で 3.2ʷ60.9%であった．OTU 数は MA 培地で 0ʷ6，
MYA 培地で 1ʷ8 であった．真菌類の出現頻度および OTU 数は，次亜塩素酸ナトリウム
溶液の浸漬時間によって影響を受けなかったが，MA 培地よりも MYA 培地で増加する傾
向にあった．No. 18052612 から得られた 3 株については PCR 増幅を確認できなかったた
め，以下の実験には含めなかった．出現した真菌類に酵母は含まれず，全て糸状形態の子
嚢菌 69 株，担子菌 1 株であった． 計 70 株の nrITS 塩基配列から 97%の類似性に基づき，
18 OTUs に分類した．各 OTU の分類学的所属および各標本からの出現数は，Table 5.4 お
よび Fig. 5.2 にそれぞれ示した．全 3 標本から分離された菌株のうち，1 つの OTU は
Ramalina sp.と同定されたが，地衣体から得られた真菌類由来の nrITS 塩基配列との類似性
は 93ʷ97%であり，どの地衣体の共生菌とも完全には一致しなかった．他の菌株は子嚢菌
門の 3 綱，Dothideomycetes（3 OTUs），Pezizomycetes（4 OTUs）および Sordariomycetes（9 
OTUs）と担子菌門の Agaricomycetes（1 OTU）に属した．特に，Nemania spp.を含む Xylariaceae
が最も優占する科であり（72.9%），OTU 数も最も高くなった．さらに Nemania spp.および
Xylariaceae spp.は Ramalina 属の 3 標本全てから出現した． 
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5.3.3 菌体乾重量の比較 
 Ramalina 属から分離され，各 OTU から 1 株ずつ選抜した計 18 菌株と，F. caperata およ
び P. degenii から分離された各６菌株は，Pseudoplectania sp.（Pezizomycetes）を除き，全て
グルコースを炭素源とする LB 培地で生育した（Fig. 5.3 および Fig. 5.5）．菌株は，1 また
は 2 週間の培養で半数以上のプレートでコロニーがシャーレの縁まで達した場合は，その
1 週間後，つまり 2 または 3 週間後に培養を止めた．次に生育の早い菌株は，いくつかの
コロニー（多くがグルコースを炭素源とする培地上で生育するコロニー）がシャーレの縁
に達した場合に培養を止めた．コロニーがシャーレの縁に達しない菌株も最大 8 週間で培
養を止めた．10 菌株（Dothideomycetes，1 株；Sordariomycetes，8 株；Agaricomycetes，1 株）
は，リビトールまたはマンニトール添加区においてセルロース膜を分解していたため，正
確な乾重量の測定は困難であった．これらについては Table 5.5 にまとめ，菌体乾重量は示
さなかった．最も Ramalina 属の内生菌で優占していた Nemania sp. 1 もリビトールおよび
マンニトール添加区においてセルロース膜を分解していた．他の 20 株においては，少な
くとも炭素源添加区におけるセルロース膜の分解は見られなかった．菌体乾重量の有意差
検定に基づき，炭素源の資化性を評価すると，R. dilacerata（No. 18052604）から出現した
Ramalina sp.は，本実験で使用した 3 種類の炭素源（グルコール，リビトールおよびマンニ
トール）を全て資化した（Fig. 5.3）．同様にリビトールおよびマンニトールを資化した菌
は，共生菌と考えられる Ramalina sp.および LB 培地で良好な生育が見られなかった
Pseudoplectania sp.を除く 18 株の内，10 株あった（Sarea sp.（Lecanoromycetes），Acrodontium 
crateriforme ， Sporormiella sp. （ Dothideomycetes ）， Pezizaceae sp. （ Pezizomycetes ），
Sordariomycetes sp.，Nectriaceae sp.，Annulohypoxylon sp.，Hypoxylon perforatum，Virgaria sp. 
1 および Virgaria sp. 3（Sordariomycetes）；Fig. 5.3 および Fig. 5.4A）．さらに 5 株（Plectania 
melastoma（Pezizomycetes），Nemania sp. 2，Virgaria sp. 2，Virgaria sp. 4 および Xylariaceae 
sp. 5（Sordariomycetes）はリビトールこそ資化しなかったものの，マンニトールを資化し
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た．しかしながら，各ポリオールを資化する能力は，株によって差が見られた．ここで，
Ramalina 属 3 個体それぞれから分離された菌株数とそれらが属する OTU の株が示した資
化性によって推定される，各個体内で各炭素源の資化性を有する内生菌の割合を Fig. 5.4B
に示した．その結果，リビトールを資化できる内生菌の割合は Ramalina 属 3 個体全てで最
も低かった．対して，セルロース膜を分解する菌の割合は，3 個体全てで最も高かった． 
 
5.4 考察 
 第 2 章の結果と同様に，地衣化子嚢菌である Ramalina sp.はリビトールを炭素源として
効率的に利用できた．リビトールはマンニトールへと変換されることが知られているため
（Drew and Smith 1967, Richardson and Smith 1968a），リビトールと同様にマンニトールの
資化性を有していたことにも矛盾はない．炭素源の資化性に基づき，内生菌を以下の 4 グ
ループに分類した：（1）リビトールおよびマンニトールを資化できる菌；（2）マンニトー
ルのみ資化できる菌；（3）リビトールおよびマンニトールを資化できない菌；（4）リビト
ールおよびマンニトールを含む培地であってもセルロース膜を分解した菌． 
（1）のグループには Sarea sp.（Lecanoromycetes），Acrodontium crateriforme，Sporormiella 
sp.（Dothideomycetes），および Nectriaceae sp.（Sordariomycetes）などが含まれた．このグル
ープに属する菌類のいくつかは，これまでに地衣類の内生菌としても報告がある（Li et al. 
2007, U’Ren et al. 2016, Suryanarayanan et al. 2017, Lagarde et al. 2018）．一方で，多くは様々
な基物に対する腐生菌として知られる．例えば，Sarea 属は松脂から腐生的に栄養を得る
ことが知られており（Hawksworth and Sherwood 1981），Sporormiella 属は最も一般的な糞生
菌の一属である（Doveri 2011）．また，A. crateriforme はセルラーゼの一種であるセロビオ
ヒドラーゼを生成する（Koukol and Baldrian 2012）．このように，このグループに属する菌
類の多くは，ポリオールだけではなく，他の有機物も資化できると考えられる．それゆえ，
これらの菌類は地衣類から他の宿主への移動が可能であると推測される．一方，リビトー
ルは地衣類や緑藻類である Trebouxiophyceae の一部のクレードでは一般的なポリオールで
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あるが（Gustavs et al. 2011），陸上植物では，Adonis vernalis（Negm and Marlow 1985）と
Bupleurum spp.（Olennikov and Partilkhaev 2013）を除き，これまでに報告がない．よって，
リビトールを資化できる能力は，地衣内生菌や地衣寄生菌である場合に有用であると考え
られる．これに関連して，Nectriaceae に含まれる Nectria 属には地衣寄生菌となる種も知ら
れており（Diederich and Puntillo 1995），Nectriaceae に属する数種は地衣類への寄生や内生
に適応し，地衣体内でリビトールを利用していると考えられる．また，このグループに属
する菌類は，Ramalina 属 3 個体における割合が低かったことから（Fig. 5.4B），仮にこれら
の菌類が，地衣体内で緑藻が放出するリビトールを利用していたとしても，共生菌に重大
な影響がなかったと考えられる．しかしながら，第 4 章で議論したポリオール輸送体同様，
ポリオールを資化できる菌は地衣化しない分類群においても少なからず存在することが
明らかとなった． 
 （2）のグループにも Ramalina spp.から 2 番目に高頻度で分離された Nemania sp. 2
（Sordariomycetes）を含む腐生菌として知られる菌類が多く属した．地衣類は数年以上の
⾧期間に渡り生育する生物であり，それゆえ，十分に生⾧した個体ではその一部は枯死・
分解し，マンニトールが菌糸から滲出している可能性がある．また，内生菌はより古い地
衣体を好むことも知られており（Honegger 2012），これらのことを踏まえると，このグル
ープに属する菌類やグループ（1）に属し，特にマンニトールを資化する能力の高い菌類は，
共生菌菌糸の一部が古くなり，腐生的に分解されるのを待ってマンニトールを利用する腐
生菌のような生態を持っているのではないかと考えられる．一方，マンニトールは主に適
合溶質として地衣類，藻類および植物に遍在するポリオールである（Stoop et al. 1996, 
Iwamoto and Shiraiwa 2005）．それゆえ，マンニトールを炭素源として利用する能力は自然
界で生きる上で有益であり，地衣類や植物を炭素源として利用できることを意味する．た
だし，共生菌にとってみれば，合成したマンニトールを内生菌に利用されている可能性が
ある．しかしながら，内生菌による完全な寄生を許さないのは二次代謝産物などによって
防御しているからではないかと思われる．また，マンニトールを資化できる菌にはリビト
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ールを資化できる菌類も存在したが，その逆は存在しなかったことから，リビトールはマ
ンニトールよりも代謝系の上流に位置し，リビトールからマンニトールへ変換される代謝
酵素は持っていない菌類がいるのではないかと推察される． 
（3）のグループには Xylariaceae spp.（Sordariomycetes）および Pyronemataceae sp.
（Pezizomycetes）が属した．これら菌類が地衣体内で何を炭素源としているかは明らかで
はないが，リビトールやマンニトール以外を炭素源として利用していると考えられる．（4）
のグループには Ramalina spp.から最も高頻度で分離された Nemania sp. 1 を含む Xylariaceae 
spp.などが含まれた（Table 5.5）．Osono（2007）では，Xylariaceae はリグニン分解菌として
みなされている．また，このグループに属した他の菌類も落葉落枝などの木材腐朽菌とし
て知られる．本実験で，このグループに属する菌類はポリオールよりもセルロースを好ん
だ．また，セルロースやリグニンはポリオールよりも自然界でより獲得しやすい炭素源で
あると考えられる．さらに，Xylariaceae は様々な地衣類（Suryanarayanan et al. 2017, Lagarde 
et al. 2018）や木本植物の葉（Osono et al. 2013），苔類（Davis et al. 2003）から内生菌とし
ても分離され，ゆえにその宿主特異性は低いと言える．そして，このグループが Ramalina
属 3 個体における割合が最も高かったにも関わらず（Fig. 5.4B），地衣体には目に見える病
徴や傷害はなかった．これらの理由から，本グループの Xylariaceae は地衣体に一時的に滞
在している木材腐朽菌なのではないかと考えられる．また，このグループに限らないが，
分離された内生菌には滅菌処理に耐性があると思われる胞子を持つ菌類も存在した．例え
ば，Xylariaceae の仲間は褐色から暗褐色の胞子を作り（Rogers et al. 2008, Wendt et al. 2018），
Plectania melastoma の胞子も黒ずんでいて，細かいいぼ状の突起を持ち，時にゼラチン質
の鞘で覆われる（Carbone et al. 2015）．また，Sporormiella 属は黒く厚い壁を持った分散型
の胞子を作ることでも知られる（Doveri 2011）．したがって，これらの菌類は一時的に地衣
体に付着していただけであっても，Ramalina spp.から分離されてしまう場合があると考え
られる．Fernández-Mendoza et al.（2017）は培養に基づく実験では Xylariaceae が属する
Sordariomycetes は内生菌としてよく得られるが，メタバーコーディングで得られることは
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非常に稀であると報告している．すなわち，胞子のみで存在しているのであれば，存在量
が少なく，また耐性を持つために PCR による増幅を受けにくいのではないかと考えられ
る． 
Ramalina spp.，Flavoparmelia caperata および Peltigera degenii から分離された内生菌の中
にはリビトールの資化性を有する株も存在した．それゆえ，共生藻による内生菌のポリオ
ール資化性の違いは確認されなかった．一方，これまでの考察で述べたように，分離され
た内生菌の中には，宿主特異性が低く，様々な基物を炭素源として利用していると推定さ
れる菌類も多く存在した．そのため，P. degenii の内生菌についても，緑藻を共生藻とする
地衣類から移動してきた宿主特異性の低い菌類であった可能性がある． 
Ramalina spp., F. caperata および P. degenii から分離された内生菌 29 株の内，マンニトー
ルを資化できた株は 15 株，リビトールを資化できた株は 10 株であり，地衣内生菌は少な
からずポリオールを資化できることが分かった．しかしながら，資化能力の高さにはばら
つきあり，特に地衣化子嚢菌のようにグルコースと同程度にリビトールおよびマンニトー
ルを資化できる菌は限られていた．また，ポリオールの資化能力は特定の分類群に存在す
るのではなく，種によっても変わることが分かった．これらのことから，ポリオール資化
能力は地衣化子嚢菌だけではなく，地衣内生菌においても保持している場合が多いが，そ
の能力には差があると考えられる． 
Arnold et al.（2009）は，Umbilicaria mammulata を用いた実験において，菌糸の層である
髄層や表皮層よりも藻類層で，より多くの内生菌が分離されると報告した．一方，Spribille 
et al.（2016）は，Bryoria spp.を用いた実験において，表皮層に特異的な酵母様担子菌類が
包埋されていることを報告した．また，地衣類では共生菌由来と考えられる α-グルカンや
β-グルカン，ガラクトマンナンなどの多糖類の存在も知られており（Olafsdottir and 
Ingólfsdottir 2001），特に，地衣化する子嚢菌類は多量のグルカンを含んだ非常に厚い細胞
壁を持つ（Honegger 2012）．したがって，表皮層，髄層および藻類層では存在する炭素源も
異なると考えられ，炭素源の資化性と合わせ，内生菌の生存場所とを明らかにすることで，
71 
 
内生菌の生態がより鮮明になると思われる． 
本実験において，腐生や寄生など様々な生態が知られている，子嚢菌門のいくつかの科
や綱に属する内生菌を分離し，炭素源の資化性により 4 つに分類した．このような炭素源
資化性の違いは，内生菌の様々な炭素源獲得様式の多様性を生み，地衣体内での炭素源の
食い分けにつながっていると考えられる．今後，炭素源をどのように，またどこから得る
かを明らかにすることで，内生菌と共生菌または内生菌と共生藻との相互作用や，内生菌
の地衣体内での役割が明らかになると考えられる． 
 
5.5 要約 
 地衣化子嚢菌類と同様に，地衣体に内生する子嚢菌類についてもポリオールの資化性を
有しているという仮説を立て，Ramalina conduplicans，R. dilacerata，Flavoparmelia caperata
および Peltigera degenii から内生菌を分離し，ポリオールの資化性を試験した．特に R. 
conduplicans 1 個体，R. dilacerata 2 個体からは計 70 株分離し，18 OTUs（Operational Taxonomic 
Units）に分類した．各 OTU から 1 株ずつと，Flavoparmelia caperata および Peltigera degenii
から分離された 6 株ずつを用い，グルコースまたはリビトール，マンニトールを炭素源と
して添加した区と炭素源無添加区を設けて培養した．この内 1 株は Ramalina sp.と同定さ
れたため，地衣化子嚢菌であると考えられ，グルコースと同程度にリビトールおよびマン
ニトールを資化した．内生菌 29 株のうちマンニトールを資化できた株は 15 株，リビトー
ルを資化できた株は 10 株であった．マンニトールとリビトールの両方を資化する菌は試
験した子嚢菌門 4 綱の全てで見られた．一方，同じ属と同定された OTU 間においてもポ
リオールの資化性の有無に違いがあったことから，ポリオールの資化性は種レベルで変化
すると推測される．さらにリビトールを資化できる菌は全てマンニトールも資化すること
ができたため，リビトールはマンニトールよりも代謝系の上流に位置しているのではない
かと考えられる．本実験により，地衣化子嚢菌以外にもポリオールを唯一の炭素源として
生育できる子嚢菌が少なからず存在することが明らかとなった． 
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Table 5.1 Collected Ramalina lichen samples     
 Specimen ID 
(after K. Yoshino)  
  GenBank no.  
Species CBM* no. Growing on Fungal ITS Algal ITS 
R. dilacerata 18052604 FL-205118 trunk of Cornus controversa LC431557 LC431560 
R. conduplicans 18052607 FL-205119 trunk of Larix kaempferi LC431558 LC431561 
R. dilacerata 18052612 FL-205120 trunk of Betulaceae LC431559 LC431562 
*Herbarium of the Natural History Museum and Institute, Chiba, Japan 
 
 
 
Table 5.2 Lilly and Barnett's medium 
Carbon source 20.0 g 
Asparagine* 2.0 g 
KH2PO4 1.0 g 
MgSO4·7H2O 0.5 g 
Fe(NO3)3·9H2O 0.2 mg 
ZnSO4·7H2O 0.2 mg 
MnSO4·4H2O 0.1 mg 
Thiamine 0.1 mg 
Biotin 5.0 µg 
Distilled water 1.0 L 
*Used L-Asparagine Monohydrate 2.273 g in this study 
 
 
 
Table 5.3 Isolation frequency of surface pasteurized Ramalina spp. 
 
Immersing in 
NaClO (min) 
MA MYA 
Specimens 
(ID after K. Yoshino) 
Isolations 
/segments 
Rate 
(%) 
OTU* 
no. 
Isolations 
/segments 
Rate 
(%) 
OTU* 
no.  
R. dilacerata (18052604) 
1 8/57 14.0 6 11/51 21.6 8 
2 0/53 0.0 0  1/31 3.2 1 
R. conduplicans (18052607) 
1 2/72 2.8 2  4/88 4.5 2 
2 3/49 6.1 3  7/58 12.1 4 
R. dilacerata (18052612) 
1 7/33 21.2 3  7/39 17.9 6 
2 9/30 30.0 5 14/23 60.9 8 
*OTU was defined as ITS sequence identities >97% 
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Table 5.5 Cellulose-decomposing Fungi  
Classifications (incubation weeks) 
Ascomycota 
   Dothideomycetes, Pleosporales, Periconiaceae 
Periconia sp. (3) 
   Sordariomycetes, Boliniales, Boliniaceae 
Pseudovalsaria sp.*1 (7) 
      Coniochaetales, Coniochaetaceae 
Coniochaeta cipronana (4) 
      Sordariales, Lasiosphaeriaceae 
Cercophora sp. (2) 
      Xylariales, Graphostromataceae 
Biscogniauxia sp. 1*1 (2) 
Biscogniauxia sp. 2*2 (2) 
         Xylariaceae 
Nemania sp. 1 (4) 
Xylariaceae sp. 3 (3) 
Xylariaceae sp. 4 (3) 
Basidiomycota, Agaricomycetes, Polyporales, Meruliaceae 
Emmia lacerata (2) 
*1 Isolated from the thallus of Flavoparmelia caperata 
*2 Isolated from the thallus of Peltigera degenii 
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Fig. 5.1 Lichen specimens collected: (A) Ramalina dilacerata (K. Yoshino 18052604), (B) R. 
conduplicans (K. Yoshino 18052607), and (C) R. dilacerata (K. Yoshino 18052612). 
 
 
 
 
 
Fig. 5.2 Number of OTU isolates from each Ramalina specimen (ID after K. Yoshino) 
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Fig. 5.3 Fungal dry weights (g) in the testing of polyol assimilation. Abbreviations: G = glucose, R 
= ribitol, M = mannitol, N = non-carbon source, Fc = Flavoparmelia caperata, Rc = Ramalina 
conduplicans, Rd = Ramalina dilacerata, Pd = Peltigera degenii, W = incubation weeks. Individual 
letters (a, b, c, and d) denote significant differences based on the Tukey-Kramer test (p < 0.05). 
Standard errors (n = 3) have also been shown in the bar graphs. Some isolates decomposed the 
cellulose filter on media without carbon source (N). 
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Fig. 5.4 Distribution of lichen-inhabiting fungi grouped by the ability of carbon assimilation. (A) 
Distribution of isolates used polyol assimilation test. Isolates of Ramalina spp. were consisted 
representative strain from each OTU isolate (Table 5.4), except for Ramalina sp. and 
Pseudoplectania sp. Because Ramalina sp. is considered as its mycobiont and Pseudoplectania sp. 
did not well grow on Lilly and Barnett’s medium containing glucose, namely positive control. The 
white circles, Ramalina spp.; grey circles, Flavoparmelia caperata; black circles, Peltigera degenii. 
(B) Estimating the proportion of lichen-inhabiting fungi in each thallus of Ramalina spp. (ID after 
K. Yoshino) calculated by distribution of each OTU isolate (Fig. 5.4A) and the actual number of 
isolates from each specimen (Fig. 5.2). 
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Fig. 5.5 Culture photos before drying and sequential hyphal lengths per week. Scale bar = 1 cm. 
Photos show cultures grown on media containing glucose, ribitol, mannitol, and non-carbon sources, 
from left to right. Graphs show hyphal lengths (longitudinal axis) and incubation weeks (horizontal 
axis). Graph legends: blue line, cultures grown on media containing glucose; red line, ribitol; orange 
line, mannitol; purple line, non-carbon sources. 
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第 6 章 総合考察 
 子嚢菌類を始めとする真菌類におけるポリオールの輸送や代謝に関する研究は，これま
で植物における研究などと比べると著しく遅れていた．しかしながら，子嚢菌酵母におけ
るポリオール輸送体の相次ぐ発見や（Pereira et al. 2014, Londesborough et al. 2014, Jordan et 
al. 2016），ポリオールの多様な機能ならびに代謝酵素の報告が続いており（Patel and 
Williamson 2016），真菌類におけるポリオールの重要性が認識され始めていると言える．真
菌類においては，アメリカのエネルギー省などが進める 1000 Fungal Genomes project
（https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf）やゲノムシーケンスの価格低下によっ
て，幅広い分類群のゲノム情報基盤が築かれつつある．しかしながら，約 10 億種記載され
ている真菌類のうち，これまでにポリオール輸送体（polyol transporter）とアノテーション
される遺伝子は 2019 年 1 月 5 日現在でも GenBank で 180 件しかなく，種数ではさらに少
ない．さらにリビトール輸送体（ribitol transporter）で検索すると子嚢菌類の Beauveria 
bassiana の遺伝子一件しかヒットしない（この遺伝子はバクテリアのポリオール輸送体と
類似性が高いが，子嚢菌酵母のポリオール輸送体とは全く類似していない）．これは既知の
ポリオール輸送体遺伝子が単糖輸送体遺伝子などと同じドメインを持っており，類似性も
高く，単糖輸送体の方がより多くの種で同定されていることから，仮にポリオール輸送体
であったとしても単糖輸送体などとアノテーションされている可能性が高いためである
と考えられる．ポリオール輸送体については，第 4 章において分子系統解析により，子嚢
菌類全体での保存性を明らかにした．それによって，これまでに報告されたポリオール輸
送体は，単糖輸送体とは異なる 3 つのクレードに属すことが分かった．さらにその内 2 つ
のクレードには，子嚢菌門のほぼ全ての分類系統から選抜した推定ポリオール輸送体が属
した．つまり，子嚢菌類では少なくとも 2 系統のポリオール輸送体遺伝子を高く保存して
いることが示された．しかしながら，ポリオール輸送体は類似性の非常に高いタンパク質
間においても輸送可能な物質が異なることが報告されており（Pereira et al. 2014, Jordan et 
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al. 2016），推定ポリオール輸送体の輸送物質についても慎重に吟味していく必要がある． 
子嚢菌類におけるポリオールの炭素源としての利用については，これまでほとんど知ら
れていなかったが，第 5 章において子嚢菌門の 4 綱に属する菌類が，ポリオールの内，リ
ビトールおよびマンニトールを唯一の炭素源として旺盛に生育することを示した．しかし
ながら，地衣類に内生している子嚢菌類であり，かつポリオールの資化性を有する菌と同
属と推定される菌類であってもポリオールの資化性を持たない場合が多々あり，特に多く
がリビトールの資化性を失っていた．リビトールは自然界において地衣類や一部の気生藻
が保持しているが（Roser et al. 1992, da Silva et al. 1993, Gaio-Oliveira et al. 2005, Gustavs et 
al. 2011），植物では非常に限られた属でしか保持しておらず（Negm and Marlow 1985, 
Olennikov and Partilkhaev 2013），マンニトール多くと比べると存在量が圧倒的に少ないと
考えられる．また，第 1 章の Fig. 1.1（Lines et al. 1989）で示した地衣化子嚢菌におけるリ
ビトールからマンニトールへの合成経路や，第 5 章においてリビトールを資化できる菌は
必ずマンニトールも資化できたがその逆は成り立たなかった結果から，地衣化子嚢菌のみ
ならず，子嚢菌類ではリビトールはマンニトールよりも代謝系の上流に位置すると考えら
れる．すなわち，リビトールを炭素源やエネルギー源として利用することがなかった種で
は，リビトールを出発点とする上流の代謝系を失っているのではないかと考えられる．一
方で，マンニトールの代謝系については，リビトールよりも利用価値が高かったためによ
り多くの種で保存されていたと推察される．先に述べたポリオール輸送体についても，こ
のようなポリオール間での差があると考えられ，保存されている多くのポリオール輸送体
はリビトールよりもマンニトールなどのポリオールを輸送するのかもしれない． 
 地衣化子嚢菌類の多くは緑藻を共生藻としており（Honegger 2012），それら緑藻から供
給されるポリオールを利用して生育している．ゆえに，地衣化子嚢菌類にとって，緑藻か
らのポリオールの供給は共生する最大のメリットであり，共生関係を維持するための最重
要機構と考えられる．しかしながら，ポリオールの輸送については，1960ʷ1980 年代に放
射性または安定同位体を用いた一連の研究以降（Smith 1968 から Lines et al. 1989），大きく
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進展してこなかった．これは真菌類におけるポリオールの輸送や代謝に関する研究が進ん
でいなかったことや，また地衣類の培養に関する技術的，時間的な問題を有していたこと
が原因と考えられる．そこで本研究では，ポリオールの輸送や代謝に関する研究を進める
上でモデルと成り得る地衣類として Ramalina conduplicans を選び，研究を進めた．まず第
2 章では，R. conduplicans から共生菌 KY1401 株を分離し，最適な合成培地の検討と炭素源
としてのリビトールおよびスクロースの影響を比較した．それにより，R. conduplicans 
KY1401 はリビトールやスクロースを唯一の炭素源として生育でき，かつリビトールでよ
り高い生⾧率を示すことが分かった．また第 5 章で用いた Ramalina sp.についても同様の
結果が得られた．これまでにも地衣化子嚢菌類の培養におけるポリオールの添加実験は行
われてきたが，他の炭素源を含むことが多く（Yamamoto et al. 1985, Wang et al. 2009, Meeßen 
et al. 2013, Elshobary et al. 2016），本実験において，地衣化子嚢菌類の生育に炭素源はリビ
トールのみで十分であることを示した意義は大きい．また第 3 章では， R. conduplicans 
KY1401 について，ロングリードの de novo ゲノムシーケンスを実施し，これまでの地衣化
子嚢菌ゲノムで最少の 39 本のコンティグから成る 38.51 Mbp のゲノム情報取得した．こ
れにより，R. conduplicans KY1401 のゲノムから複数のポリオール輸送体候補を選抜し，第
4 章においてポリオール輸送体クレードへの所属を示した．さらにほぼ全ての種が地衣化
し，地衣化する最大の種を含む Lecanoromycetes では，特定の輸送体遺伝子が増加してい
る傾向が得られた．これは Wang et al.（2014）で述べられた，地衣化子嚢菌類は特定の炭
素源に依存するために糖輸送体遺伝子を減少させていることに関連する．つまり，糖輸送
体遺伝子を減少させる代わりにポリオール輸送体遺伝子を増加させることで，ポリオール
の効率的な利用やリビトールなどの特定のポリオールへの適応を成し遂げているのでは
ないかと考察する．今後これらのタンパク質機能について詳細を明らかにすることで，地
衣化子嚢菌類におけるポリオール輸送体の進化や地衣化現象との関連性がより明らかに
なると考えられる． 
 本研究では，地衣化子嚢菌類がポリオールの輸送や代謝に関して優位性または独自性を
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有しているのではないかという仮説を立て，子嚢菌類全体におけるポリオールの輸送や代
謝を明らかにすることで，仮説の検証に取り組んだ．その結果，子嚢菌類では幅広い分類
群においてポリオール輸送体が高く保存されており，また地衣化子嚢菌類を含まない
Pezizomycetes や Sordariomycetes を含む 4 綱でリビトールおよびマンニトールの資化性も
確認された．すなわち，ポリオールの輸送や代謝に関する基本的な機構は子嚢菌類で広く
保存されている可能性が高いことが分かった．しかしながら，Lecanoromycetes でポリオー
ル輸送体遺伝子が増加している傾向が見られたことや，Ramalina 属でリビトールやマンニ
トールの高い資化性を示したことから，地衣化に伴い，特定のポリオールに対する輸送や
代謝に対する機構を保存し，優位性または独自性につながる進化を遂げている可能性も示
唆された．今後，R. conduplicans KY1401 のゲノム情報を利用し，ポリオール輸送体のパラ
ログ間でのタンパク質機能の比較や mRNA シーケンスの発現量比較により，新規のポリ
オール輸送体およびポリオール代謝酵素遺伝子を得ることも可能であると考えられる．緑
藻との共生に必須であるこれらの遺伝子を明らかにすることで，地衣類の共生機構や分子
進化についても明らかにできると考えられる．mRNA シーケンスの発現量比較には，第 2
章で検討した合成培地を利用することが可能である．また，SNP 解析や DNA メチル化な
どのエピジェネティックな解析から，有用な二次代謝産物を効率的に合成する菌株を選抜
するなど，応用も視野に入れた研究にもつなげていけると考えられる． 
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要約 
 地衣類は真菌と緑藻またはシアノバクテリアとの共生体であり，陸上生態系で普遍的に繁栄
する最も成功した共生の一つである．地衣化するほぼ全ての真菌類は子嚢菌類であり，その多
くは緑藻類を共生藻とする．地衣化子嚢菌類が緑藻類と共生する最大のメリットは，光合成産
物であるポリオールを供給される点にあると考えられる．したがって，地衣化子嚢菌類にとっ
て，ポリオールの輸送や代謝機構は，緑藻との共生関係を維持し，生存・繁殖していくため
の重要基盤である．そこで本研究では，子嚢菌類におけるポリオールの輸送や代謝に着目
し，それらが地衣化によって優位性や独自性を有しているのではないかという仮説を立て，
検証した．まず，子嚢菌類におけるポリオール輸送体の保存性を分子系統学的に解析した
結果，Saccharomycotina で知られていたポリオール輸送体が，他の子嚢菌亜門の幅広い分
類群においても保存されていた．また，ポリオールの代謝能力についても子嚢菌門の 4 綱
に属する非地衣化子嚢菌類で確認した．したがって，ポリオールの輸送や代謝機構は子嚢
菌類に広く保存されていることが示唆された．しかしながら，地衣化子嚢菌類に注目する
と，Lecanoromycetes ではポリオール輸送体遺伝子が増加している傾向が見られた．
Lecanoromycetes は緑藻との最も⾧い共生期間を経て，最も多様化している分類群である．
したがって，これらの遺伝子重複が緑藻との共生関係を強化，または特定のポリオールへ
の適応をしているのではないかと考えられる．またポリオールの代謝能力についても，地
衣化子嚢菌類である Ramalina 属ではリビトールおよびマンニトールの高い資化性が示さ
れた．一方で，地衣類に内生する子嚢菌類であっても，リビトールおよびマンニトールを
資化できる菌は限られており，特にリビトールの資化性は多くの子嚢菌類が失っていた．
よって，代謝できるポリオールの種類や能力は種によって差が認められた．以上より，地
衣化子嚢菌類ではポリオール輸送体遺伝子の重複やポリオール代謝機構の保存による優
位性または独自性を有している可能性が示唆された． 
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